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RESUMEN 
La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad inflamatoria autoinmune que afecta 
simétricamente a las articulaciones y en cuyo desarrollo influyen factores medioambientales y 
personales (sexo, edad, perfil genético). Cursa con inflamación sinovial y daño en 
cartílago/hueso, pero presenta además repercusiones sistémicas, como las cardiovasculares. Los 
estudios de asociación han destacado un posible papel de ciertos genes (e.j., HLA, TLR2 y TLR4). 
Sin embargo, su impacto en el fenotipo es difícil de inferir debido a fenómenos epigenéticos, el 
papel de microRNAs, el procesamiento alternativo del mRNA, las modificaciones 
postraduccionales o las interacciones entre proteínas. Los estudios proteómicos permiten 
abordar toda esta complejidad producida en respuesta a enfermedades como la RA y perseverar 
así en la búsqueda de nuevos biomarcadores séricos que permitan un diagnóstico más temprano 
y simple. Dicho diagnóstico está actualmente basado en criterios complejos (2010 ACR/EULAR) 
de aceptable sensibilidad (79-84 %) pero baja especificidad (59-64 %). En el presente estudio 
hemos analizado mediante 2-DE muestras de suero procedentes de 8 individuos control y 8 
pacientes con RA recién diagnosticados (o no tratados) cuya complejidad fue reducida mediante 
cromatografía tiofílica/inmunodepleción o librerías peptídicas. El análisis uni- y multivariante 
puso de relieve cambios en los niveles de ciertas proteínas (albúmina, apoA1, apoA4 apoH, 
antitrombina III, transtirretina, factores de complemento, hemopexina, glicoproteína α2 rica en 
leucina, y haptoglobina) y aportó indicios que apuntan hacia una mayor frecuencia de los alelos 
APOE*4 (que podría favorecer la citrulinización de la apolipoproteína E) y HP*1 en RA que 
podrían funcionar como determinantes importantes de riesgo cardiovascular en RA. 
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1.- ENFERMEDADES REUMÁTICAS 
Las enfermedades reumáticas pertenecen a un amplio grupo de patologías que 
afectan al sistema músculo-esquelético provocando, de forma general, la inflamación y 
desgaste de una o varias articulaciones. Algunas de ellas pueden incluso ocasionar 
lesiones en órganos internos, como corazón, riñón o pulmones. La Sociedad Española de 
Reumatología (SER) incluye dentro del término “artritis” todas aquellas enfermedades 
reumáticas en las que el proceso desencadena inflamación. Existen más de 100 tipos 
diferentes de artritis que pueden ser causadas por enfermedades autoinmunes, lesión 
ósea, infección o degeneración de las articulaciones. Las diferentes formas de artritis son 
frecuentemente divididas en “autoinmunes” y “no-autoinmunes”. La variedad más 
común, dentro de las enfermedades reumáticas consideradas no autoinmunes, es la 
osteoartritis (OA, ICD-M-15 M-19, OMIM 165720). Afecta al cartílago y en ocasiones a la 
membrana sinovial, ligamentos, músculos periarticulares y hueso subcondral, a menudo 
desencadenando esclerosis (Meulenbelt et al., 2006). También se la conoce como 
artrosis o artritis degenerativa.  
1.1.- ARTRITIS REUMATOIDE 
La  artritis reumatoide (RA) es el segundo tipo de artritis más frecuente, siendo 
encasillada por la Clasificación Internacional de Enfermedades de la Organización 
Mundial de la Salud (ICD-WHO) como una poliartropatía inflamatoria crónica que 
presenta trastornos extra-articulares (sistémicos) diversos, incluyendo tejidos y órganos 
como los pulmones, ojos, corazón, nervios periféricos, vasos sanguíneos y bazo, así 
como la formación de nódulos reumatoides y la existencia de anemia. Es una 
enfermedad heterogénea que puede presentarse con varios cursos de evolución, bien 
en forma de un proceso autolimitado (tipo I), como una variante recurrente (tipo II) o 
mucho más frecuentemente como una enfermedad progresiva y deformante (tipo III) 
(Pincus, 1995). Esta heterogeneidad hace que se piense actualmente en la RA, más que 
como una única enfermedad, como un conjunto de ellas, determinadas por diversos 
factores genéticos y ambientales que en un individuo predispuesto determinan la 
progresión, el grado y el patrón de la inflamación (McInnes & Schett, 2011). La RA es una 
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enfermedad autoinmune en donde generalmente se produce dolor, rigidez y 
tumefacción en las articulaciones y normalmente de forma simétrica, lo que puede 
degenerar con el tiempo en deformaciones, distintos grados de discapacidad y una 
calidad de vida limitada (Alcalde et al., 2003; Yilmaz & Simsek, 2013).  
 1.2.- EPIDEMIOLOGÍA DE LA RA 
Los estudios de epidemiología muestran una prevalencia del 0.5-1 %, siendo 
mayor en mujeres que en hombres o en población urbana con respecto a la rural 
(Spector, 1990; Orozco et al., 2006). Las prevalencias más altas se detectan en tribus de 
indios americanos y en grupos de esquimales, y las más bajas en países africanos y 
asiáticos. En España el estudio EPISER 2000 (Prevalencia e impacto de las enfermedades 
reumáticas en la población adulta española, (Carmona et al., 2001), realizado entre 
1999-2000, estimó una prevalencia en mayores de 20 años del 0.5 % (95 % CI: 0.2-0.8 %; 
aproximadamente, unos 200,000 pacientes), un valor situado en el límite inferior del 
rango observado a nivel mundial e idéntico al observado para otros países del sur de 
Europa. La prevalencia en la población española también es mayor dentro de la 
población femenina (0.8 % vs 0.2 %), con un pico entre los 40-60 años (aunque existe 
una forma juvenil a los 8-15 años poco común; Smith & Haynes, 2002; Stinson et al., 
2012).  
La incidencia en la población española ha sido poco estudiada. El proyecto SERAP 
(Evaluación de un Modelo de Gestión de la Artritis), con un retraso de 6-18 meses desde 
el inicio de los síntomas de una artritis indiferenciada hasta la confirmación del 
diagnóstico de RA, ha indicado que existen unos 8-11 nuevos diagnósticos por cada 
100,000 habitantes/año, nuevamente un valor similar al encontrado en otros países del 
sur de Europa, e inferior a lo observado en el norte de Europa o Norteamérica. Estos 
menores niveles de prevalencia e incidencia en el sur de Europa, y más concretamente 
en España, parecen depender de la menor frecuencia de factores de riesgo genéticos 
que implican una mayor severidad de la enfermedad (Carbonell et al., 2008).  
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1.2.1.- Morbilidad, co-morbilidades y mortalidad 
La mortalidad prematura asociada a RA está directamente relacionada con la 
gravedad de la enfermedad (Gabriel et al., 2003, 2010) y con el alto número de co-
morbilidades (presencia de dos o más enfermedades en una misma persona) que tienen 
estos pacientes. Estas co-morbilidades pueden estar asociadas a la enfermedad primaria 
(patológicas) o bien al tratamiento (iatrogénicas). En cualquier caso, los pacientes con 
RA tienen un mayor riesgo, en comparación con una población control con las mismas 
características (rango de edad, proporción de sexos, etc.), de padecer algunas de estas 
patologías asociadas. Pueden ser características de la RA, como los nódulos 
reumatoides, problemas no específicos relacionados con procesos inflamatorios de larga 
duración, como los problemas gastrointestinales (esofagitis, úlceras gástrica y duodenal, 
dispepsia, sangrado, colitis, perforaciones, etc.), cardiovasculares (infarto agudo de 
miocardio, etc.), respiratorios (enfermedad pulmonar intersticial, etc.), hepáticos 
(hepatitis crónica, cirrosis), óseos (osteoporosis), periodontales, infecciosos o 
hematológicos (anemia), o bien patologías que aparecen en estos pacientes con la 
misma frecuencia que en otras poblaciones. Todos estos problemas asociados 
incrementan sus discapacidades y disminuyen en su esperanza de vida, como por 
ejemplo las enfermedades cardiovasculares o el cáncer. La co-morbilidad más 
importante es enfermedad cardiovascular, vinculada al proceso inflamatorio crónico, así 
como las patologías gastrointestinales y respiratorias. Estas dos últimas están, sobre 
todo, relacionadas con el tratamiento con fármacos antiinflamatorios no esteroideos 
(“non-steroidal anti-inflammatory drugs”/NSAIDs) y drogas modificadoras de la 
enfermedad (“Disease-modifying drugs”/DMARDs) como el metotrexato (MTX) (Gullick 
& Scott, 2011)  
1.3.- IMPACTO SOCIOECONÓMICO 
La RA es una patología con elevados costes socioeconómicos. Los costes directos 
de tipo médico se han incrementado notablemente desde la introducción de los 
fármacos específicos de la RA (como por ejemplo los biológicos frente a TNFα) o con el 
uso cada vez mayor de fármacos para paliar las co-morbilidades asociadas a la RA, como 
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los problemas cardiovasculares o pulmonares (Furneri et al., 2012). Un ejemplo de ello 
es la mayor prevalencia de la depresión en este tipo de pacientes, que requiere el 
empleo de psicofármacos (García-Vadillo et al., 2001). Además, la RA tiene un impacto 
notable en la calidad de vida de los pacientes. Por ejemplo, el estudio EMECRA (Estudio 
de Morbilidad y Expresión Clínica de la Artritis Reumatoide) de 1999 mostró que el 37 % 
de los pacientes de RA presentan dificultades moderadas-intensas en su trabajo 
habitual, mientras que un 19 % sufre de una incapacidad severa, con necesidad 
asistencial en el día a día (Tornero & Vidal, 1999). De este modo, en RA no sólo se 
generan gastos directos como los médicos sino también unas cargas socioeconómicas 
elevadas en términos de costes indirectos. Así, el estudio publicado por el Dr. Ruiz-
Montesinos en el año 2005 (Ruiz-Montesinos et al., 2005) estimó una proporción entre 
costes directos e indirectos del 76 % y 24 %, respectivamente. Dentro de los primeros, el 
81 % se correspondía con gasto médico, distribuido del siguiente modo: 56 % de gastos 
farmacéuticos, 11 % de gastos de hospitalización, 21 % de visitas médicas y 12 % 
pruebas de laboratorio y complementarias. En cambio, el metaestudio más moderno de 
Lundkvist et al., 2008 reflejó que un coste medio anual por paciente en Europa de 
aproximadamente 13,500€, con grandes diferencias entre el oeste (17,000€) y el centro-
este (5,000€) de Europa. Dentro de este estudio, tan sólo 1/3 de dicha cantidad 
representaba los costes médicos y los fármacos, y el resto pérdidas de productividad (32 
%), cuidados médicos no formales (19 %) y gastos no médicos (14 %) (Figura 1). A pesar 
de esta variabilidad en los cálculos de los costes, lo que sí está claro es que éstos varían 
en función de la severidad y actividad de la enfermedad, así como de la edad y del status 
socioeconómico del paciente (Furneri et al., 2012). De este modo, los pacientes con baja 
actividad de la enfermedad presentan un bajo gasto directo médico (<2,800 €/año) en 
relación a pacientes con actividad moderada o alta de la enfermedad (<4,200 €/año). A 
medida que avanza la enfermedad dichos gastos se disparan, por ejemplo debido a la 
discapacidad creciente en los pacientes o al uso de fármacos más modernos como los 
DMARDs biológicos frente a TNFα. Sin embargo, estos nuevos tratamientos así como un 
diagnóstico cada vez más temprano de la RA están llevando a una mejora notable en los 
índices de actividad de la enfermedad, daño en las articulaciones o en la productividad, 
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lo que redunda en reducciones de los costes (Boonen & Severens, 2011; Furneri et al., 
2012).  
 
 
 
1.4.- MORFOLOGÍA DE LA RA: MANIFESTACIONES CLÍNICAS 
1.4.1.- Manifestaciones articulares 
La RA está caracterizada por una destrucción del cartílago de la articulación y del 
hueso adyacente (Figura 2). La desestructuración del cartílago  resulta de la acción de 
proteasas del tejido conectivo liberadas por el tejido sinovial, condrocitos y el 
denominado pannus (del latín, paño) una capa anormal de tejido fibrovascular granular 
presente en la articulación afectada formada por células sinoviales e inflamatorias, 
pequeños vasos sanguíneos, proteínas estructurales y proteoglicanos. El pannus también 
puede causar una destrucción local del hueso de la articulación (osteoporosis), una 
situación también conectada con la inflamación persistente. Dicha inflamación favorece 
la diferenciación de células multinucleadas que destruyen el hueso a partir de los 
macrófagos (osteoclastos), así como su actividad y supervivencia, lo que también 
conduce a la larga a una osteopenia sistémica (Gravallese, 2002; Ono et al., 2013). 
 
Figura 1. Distribución de los costes asociados a la RA en Europa. Tomado de “The burden of 
rheumatoid and access to treatment: health burden and costs” (Lundkvist et al., 2008). 
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Un 65 % de los pacientes presenta como síntomas iniciales de la enfermedad 
tanto astenia como dolor musculoesquelético, mientras que sinovitis debuta más 
tardíamente. El dolor inflamatorio es de tipo continuo y más intenso en reposo, 
mejorando con el movimiento de las articulaciones. El dolor predomina sobre todo por 
la noche, y se acompaña de una rigidez matutina. Comienza en extremidades como 
manos y pies, y presenta una progresión normal hacia las rodillas y codos casi siempre con 
predominio de la simetría (Smolen & Steiner, 2003) (Figura 3). Es frecuente la existencia de 
fatiga/astenia relacionada con algo de fiebre y pérdida de peso (Lee & Weinblatt, 2001), 
así como deformidades en las manos. Pueden verse afectadas articulaciones como 
cadera, hombros, codos o incluso la columna cervical (Figura 3). También pueden 
presentar el denominado “quiste de Baker” en la rodilla (Van Linthoudt & Gerster, 
2001), así como alteraciones en las articulaciones temporomandibulares. 
Figura 2. Esquema de una articulación normal 
(a) y una articulación afectada con RA (b). En 
la RA la membrana sinovial sufre hiperplasia y 
se produce una infiltración de células 
inflamatorias. Con la progresión de la 
enfermedad, la membrana sinovial se 
transforma en un tejido patológico e invasivo 
llamado pannus. La destrucción ósea es el 
sello distintivo de la RA. La imagen (d) muestra 
tres articulaciones metacarpofalángicas de la 
radiografía de un paciente con RA establecida. 
Se puede apreciar cómo, en comparación con 
una radiografía de las segunda, tercera y 
cuarta articulaciones metacarpofalángicas de 
una mano normal (c), los espacios de las 
articulaciones se han reducido o 
desaparecido,lo que implica la degradación 
del cartílago y la destrucción del hueso 
(Smolen & Steiner, 2003) 
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1.4.2.- Manifestaciones extra-articulares 
La RA es una enfermedad con un componente sistémico importante, con 
manifestaciones extra-articulares. Entre las más frecuentes se encuentran por ejemplo 
las cardiovasculares y las pulmonares o el nódulo subcutáneo reumatoide. Este último 
está formado por granulomas pequeños caracterizados por una zona de necrosis central 
y una vaina externa de células mononucleares (MN) y tejido fibroso, localizándose en las 
superficies de presión como codos, antebrazos o regiones sacra y aquileana (Amett, 
2000; Yamamoto, 2000; Yamamoto, 2013b). Como acabamos de decir, el pulmón es uno 
de los órganos más afectados debido a su fuerte vascularización y a la gran cantidad de 
tejido conjuntivo que presenta, generándose alteraciones como la fibrosis pulmonar, la 
obstrucción de vías aéreas o los nódulos pulmonares (Hozumi et al., 2013). Estos 
problemas sólo suelen ser evidentes tras la autopsia del paciente (Colby, 1998). 
Figura 3. Distribución de las posibles 
articulaciones afectadas por la RA en 
el organismo. La RA se manifiesta 
como una poliartritis de pequeñas 
articulaciones que de forma progresiva 
avanza hasta afectar a las grandes 
articulaciones. (Tomada de A.D.A.M. 
Illustrated Medical Encyclopedia: 
http://adameducation.com/mie.aspx). 
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La enfermedad cardiaca más frecuente en la RA es la pericarditis (inflamación del 
pericardio), pudiendo además aparecer daños vasculares o granulomas en el miocardio y 
originar arritmias (Badui, 1999). Las manifestaciones vasculares pueden aparecen como 
vasculitis reumatoide bien en forma de pequeños infartos (por ejemplo, en los pliegues 
de las uñas y pulpa digital) o como una vasculitis necrosante grave que puede conducir a 
úlceras y gangrena en zonas como los maléolos (tobillo) (Radic et al., 2013). La 
aterosclerosis también es otro proceso patológico que afecta a las paredes de los vasos 
sanguíneos como las arterias y que incrementa el riesgo cardiovascular. Los pacientes de 
RA tienen un elevado riesgo de aterosclerosis temprana debido a la inflamación crónica 
(Pasceri & Yeh, 1999; Goodson et al., 2002; Hürlimann et al., 2004; Kahlenberg & Kaplan, 
2013) y la desregulación del Sistema Inmune (Sherer & Shoenfeld, 2006; Kahlenberg & 
Kaplan, 2013). Esta ateroesclerosis se caracteriza por una acumulación de partículas 
lipídicas y células del Sistema Inmune en las regiones subendoteliales, lo que provoca 
una placa y estrechamiento del lumen vascular y un mayor riesgo de  enfermedad 
isquémica y de trombosis. Por todos estos motivos, los pacientes con RA tienen 
complicaciones cardiovasculares más extensas y que generan mayores mortalidades que 
en la población general. Su presentación además es atípica y su gravedad parece 
correlacionarse positivamente con marcadores tradicionales de inflamación como la 
velocidad de sedimentación eritrocitaria elevada (ESR; “erythrocyte sedimentation rate“) 
(Wallberg-Jonsson et al., 1997) o la proteína C-reactiva (CRP;  “C reactive protein”) 
(Goodson et al., 2002; 2005), la presencia de autoanticuerpos como el factor reumatoide 
(Goodson et al., 2002) o la existencia de citrulinización y anticuerpos frente a estas 
proteínas citrulinadas en las placas ateroescleróticas (Sokolove et al., 2013), o la 
presencia de manifestaciones extrarticulares graves (Turesson et al., 2007), nódulos 
reumatoides o un genotipo HLA-DRB1 (ver más adelante). 
La anemia es la alteración hematológica más frecuente. Es una anemia moderada 
de tipo normocítica y normocrómica mediada por la inflamación crónica (Möller et al., 
2013) y que mejora con el control de la actividad de la enfermedad. Suele ser 
asintomática, por lo que el uso periódico de hemogramas (recuento eritrocitario, 
reticulocitario, leucocitario y plaquetario, volumen corpuscular medio, etc.) y la 
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valoración bioquímica general de la función hepática y renal es habitual en este tipo de 
pacientes. Además, puede verse agravada como consecuencia de efectos secundarios 
dependientes de fármacos como los antiinflamatorios no esteroideos o NSAIDs, que 
inducen una anemia microcítica por pérdidas de hierro en el tubo digestivo (Miyake et 
al., 2013). 
La manifestación neurológica suele aparecer en forma de neuropatía periférica 
por atrapamiento (síndrome del túnel carpiano), mononeuritis o alteraciones oculares 
(Chang & Paget, 1993; Zlatanović et al., 2010). Como ya se ha comentado, los trastornos 
psicológicos (depresión y ansiedad) también son muy frecuentes en la RA, existiendo 
una relación estrecha entre depresión, ansiedad, dolor crónico y aparición de 
discapacidad (Van der Heijde, 1994; Escalante, 1999;  Lisitsyna et al., 2013). Finalmente, 
otros síndromes característicos de la RA son el de Sjögren (queratoconjuntivitis, 
xerostomia), el de Felty (neutropenia y esplenomegalia) o el de Caplan (nódulos 
reumatoideos en la periferia pulmonar). 
1.5.- ETIOLOGÍA DE RA: FACTORES GENÉTICOS Y MEDIOAMBIENTALES 
Aunque su etiología es desconocida (Rindfleisch & Muller, 2005; Yamamoto, 
2013a), existe un consenso general acerca de su naturaleza multifactorial, resultante de 
la interacción de factores endógenos (sexo y edad, etnia, factores hormonales, 
genéticos, etc.) y ambientales (infecciones, dieta, tabaquismo, etc.) (Rioux & Abbas, 
2005; Svendsen et al., 2013). Más que una única enfermedad, la RA es una enfermedad 
genética compleja o un grupo heterogéneo de síndromes autoinmunes solapados con 
una fuerte predisposición genética (aproximadamente, se estima que un 60% de los 
factores desencadenantes de la RA son genéticos, y el 40 % restante ambientales; Seldin 
et al., 1999). Estos factores genéticos, al interactuar con los ambientales, da lugar a una 
primera etapa de producción asintomática de anticuerpos que desembocará, 
finalmente, en una artritis inflamatoria clínica (Rioux & Abbas, 2005).   
Se han descrito muchos alelos de riesgo, con modestos efectos aditivos que 
contribuyen a la susceptibilidad global a la enfermedad. La conexión de algunos de estos 
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alelos con otras enfermedades autoinmunes y con vías proinflamatorias o 
antiinflamatorias. Un ejemplo de ello lo tenemos en el MHC  (“major histocompatibility 
complex” o complejo mayor de histocompatibilidad) de clase II (MHC II). Las moléculas 
del MHC II están presentes en la superficie de células presentadoras de antígeno como 
los monocitos/macrófagos, las células dendríticas o los linfocitos B. Constan de dos 
cadenas polipeptídicas (α y β) unidas de forma covalente. Estas moléculas son las 
encargadas de presentar los péptidos antigénicos a los linfocitos T CD4+ (ver más 
adelante), por lo que intervienen tanto en el proceso de tolerancia frente a los 
autoantígenos como en la inducción de una respuesta inmune adaptativa frente a los 
aloantígenos. Las cadenas α y β del MHC II son codificadas por una serie de genes 
localizados en una zona con elevada densidad génica del cromosoma 6 (6p21.3) 
denominados HLA-DR, -DP y -DQ (la abreviatura HLA procede del inglés “human 
leukocyte antigen”). La susceptibilidad a RA está asociada con el alelo HLA DR4 (30-50 % 
de la susceptibilidad genética global; Lee, 2008), concretamente con las variantes Dw4 
(DRB1*0401) y Dw14 (DRB1*0101), que se asocian a una mayor severidad y a 
manifestaciones extra articulares (Jadue, 2007). La susceptibilidad a RA también está 
relacionada con HLA DR1 en el Mediterráneo, HLA-DR14 en nativos americanos o HLA 
DR10, al tener en común con HLA DR4 una secuencia de aminoácidos presente en la 
mayoría de los pacientes RA denominada el “epitopo compartido” (QKRAA, QRRAA, 
RRRAA) (de Almeida et al., 2011). Este epitopo se encuentra en la tercera región 
hipervariable de la cadena β, una región en contacto directo con el receptor de células T 
(TCR).  
Aparte de los genes de clase II el MHC contiene también los de clase I (HLA-A, B y 
C), expresados en todas las células nucleadas. Su función es presentar antígenos a los 
linfocitos T CD8+, y en el caso de la RA los alelos HLA-C*03 y *05 se relacionan con la 
existencia de vasculitis (Turesson et al., 2004). Otros genes interesantes en RA son los 
relacionados con la inflamación de las articulaciones, un mecanismo fundamental en la 
iniciación de la enfermedad. Un ejemplo son los receptores TLR2 y TLR4 (TLR= “Toll-Like 
Receptor”), encargados de disparar la respuesta inflamatoria innata y la respuesta 
inmune adaptativa posterior (Sánchez et al., 2004; Kirchner et al., 2013), los receptores 
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de inmunoglobulinas (FCγR) como FCRL3, que puede influir en el desarrollo de células B 
autorreactivas (Martinez et al., 2006) o el gen MiF (“macrophage migration inhibitory 
factor”), una citoquina proinflamatoria que promueve la respuesta de tipo TH1 y que 
está asociada con mayor susceptibilidad y progresión de la enfermedad (Xie et al., 2012). 
Por otro lado, STAT4 (“signal transducer and activator of transcription 4”) codifica un 
importante mediador de la actividad tanto de IL-12 (una citoquina que promueve el 
desarrollo de las células TH1) como de IL-23 (una citoquina que facilita el desarrollo de 
las células TH17) (Orozco et al., 2008; Tong et al., 2013). Como se verá más adelante, 
ambos poblaciones efectoras TH juegan un papel patológico importante en RA. Otro gen 
importante es FOXP3, cuyo producto es crítico en el desarrollo de las células Treg. La 
actividad de estas células inmunosupresoras es crucial para el mantenimiento de la 
tolerancia inmune y la prevención de la autoinmunidad (Nie et al., 2013). 
Por otro lado, ningún factor medioambiental es determinante en el desarrollo de 
RA, sino que actúan como desencadenantes en individuos genéticamente predispuestos. 
Es evidente que la mayor prevalencia en mujeres sugiere un papel de las hormonas 
como los estrógenos en la susceptibilidad de padecer RA. Algunos estudios muestran 
una gran reducción de la incidencia de la RA entre las usuarias de anticonceptivos orales, 
mientras que otros estudios sólo observan retrasos de la aparición de la enfermedad 
pero no prevención (Hannaford et al., 1990). Otro ejemplo es la terapia hormonal 
sustitutiva en pacientes postmenopáusicas, que reduce la actividad de la enfermedad y 
tiene un efecto protector sobre la articulación (Islander et al., 2011), o el embarazo, 
asociado con un menor riesgo de desarrollo o remisión de la enfermedad. Sin embargo, 
existe un riesgo incrementando de desarrollar RA o tener un rebrote de ésta durante el 
puerperio o el primer año tras el parto (Heliovaara & Aho, 1995; Østensen et al. 2012).  
La implicación de agentes infecciosos como agentes etiológicos en la RA en un 
huésped genéticamente predispuesto ha sido sugerida desde hace tiempo (Gerard et al., 
2001). Diversos microorganismos (virus como Parvovirus, Rubeola o Epstein-Barr, 
bacterias como Borrelia burgdorferi o Proteus mirabilis o micobacterias como 
Mycobacterium tuberculosis) y mecanismos han sido implicados, por ejemplo en 
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fenómenos de “mimetismo molecular” (Aho & Heliovaara, 2004; Rashid et al., 2012). Sin 
embargo, la ausencia habitual de antecedentes de infección, un intervalo entre la 
infección y el debut de la enfermedad largo y la ausencia de aumentos de incidencia de 
RA en relación a epidemias dificultan la demostración del papel de los microorganismos 
en RA (Silman et al., 1997; Scher & Abramson, 2011). 
1.6.- HISTOPATOLOGÍA, FISIOPATOLOGÍA Y ALTERACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA RA 
1.6.1.- Cambios histológicos en RA 
Los cambios histológicos en el sinovio son centrales en RA. En condiciones 
normales, la membrana sinovial tiene dos capas: una superficial, en contacto con el 
espacio articular, y otra más profunda. La primera está formada por 1-3 capas de 
sinoviocitos de dos tipos: los A, con características de monocitos-macrófagos, y los de 
tipo B, con características de fibroblastos. En RA la membrana sinovial se vuelve 
hiperplasica, con mayor cantidad de sinoviocitos tipo A y B debido a la proliferación 
inducida por citoquinas como IL-1 y TNF-α. Estos sinoviocitos tienen un fenotipo 
activado/alterado, produciendo ellos mismos factores promotores de la inflamación y la 
destrucción de hueso y cartílago (Meinecke et al., 2005, Bartok & Firestein, 2010). 
También existe una angiogénesis muy activa, que facilita oxígeno y nutrientes al 
sinovio hipertrófico y el reclutamiento de células inflamatorias. Esta angiogénesis es 
fruto de un desequilibrio entre factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos que causa 
un exceso de proliferación vascular. Entre los primeros (liberados por células 
endoteliales y macrófagos en la articulación) se incluyen factores de crecimiento como 
los factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs; “fibroblast growth factors”), 
angiopoyetina 1 o el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF; “vascular 
endothelial growth factor”), citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α (“tumor necrosis 
factor”), IL-1, IL-8, IL-13, IL-15 e  IL-6, quimioquinas (familia CXC), componentes de la 
matriz extracelular (colágeno tipo I, fibronectina, heparina, laminina), enzimas 
proteolíticos (metaloproteasas, activadores del plasminógeno) y moléculas de adhesión. 
(Paleolog, 2002; Szekanecz et al., 2009; Maruotti et al., 2013). Al activarse, las células 
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endoteliales producen enzimas proteolíticos (ejemplo, metaloproteasas), que dan como 
resultado la degradación de la membrana basal y de la matriz extracelular perivascular, 
proliferan y migran al área perivascular, agregándose y generando una red capilar de 
novo (Bodolay et al., 2002; Maruotti et al., 2013). Este incremento de la angiogénesis en 
RA favorece la acumulación en el sinovio de proteasas (e inhibidores de éstas) y 
citoquinas así como cambios en la expresión de moléculas de adhesión que conducen a 
una gran extravasación/infiltración de leucocitos inflamatorios como neutrófilos, 
mastocitos, células T, células B, macrófagos y células plasmáticas, con formación de un 
tejido sinovial localmente invasivo (pannus) característico de la RA e involucrado en los 
procesos de erosión articular (Lee & Weinblatt, 2001; Firestein, 2003; Koch, 2003; 
Bucala, 2012, Kong et al., 2013). 
1.6.2- La respuesta inmune en la RA 
La defensa del organismo está mediada por el Sistema Inmunológico. Su función 
es proteger el cuerpo de microorganismos invasores como bacterias, virus, hongos, etc. 
Dicha función defensiva es mediada por una gran variedad de células y factores solubles 
agrupados en lo que se conocen como procesos de inmunidad adaptativa o de 
inmunidad innata. Esta separación sólo se hace en aras de una mejor comprensión de su 
funcionamiento, puesto que en la práctica existe un gran solapamiento entre estos dos 
tipos de respuesta, ya que la adaptativa puede dirigir elementos de la respuesta innata 
como son los fagocitos o el sistema del complemento (Figura 4). 
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Figura 4. Mecanismos de inmunidad innata y adaptativa y solapamiento entre ambas. Los mecanismos innatos implican 
un tipo de respuestas inmediatas y no específicas frente a agentes infecciosos que incluyen procesos como la fagocitosis o 
la endocitosis por parte de macrófagos y neutrófilos. Los mecanismos adaptativos, en cambio, suponen el uso de 
receptores específicos que han sido seleccionados por su reactividad frente a determinados antígenos, como el receptor de 
la célula T (TCR) o el de la célula B (BCR). En este último tipo de mecanismos existe una expansión y diferenciación de 
células las células T y B específicas, así como la generación de memoria inmunológica. Ambos compartimentos no son 
estancos, sino que están íntimamente interrelacionados. Así, los antígenos que son fagocitados por macrófagos de la 
inmunidad innata son presentados por estas mismas APCs a las células T en el contexto del MHC (clase I y II) y de señales 
accesorias (moléculas coestimuladoras, citoquinas, etc.) que modulan la respuesta adaptativa resultante. Otro ejemplo son 
las proteínas del complemento de la inmunidad innata, que median las respuestas efectoras inducidas por anticuerpos 
(inmunidad adaptativa). APC, célula presentadora de antígeno; BCR, receptor de célula B; TCR, receptor de células T; PRRs, 
pattern-recognition receptors; TLRs, toll-like receptors; CRP, proteína c reactiva; MBP, proteína de unión a manosa; PAMPs, 
pathogen- associated molecular pattern. (Tomada de la tesis doctoral de Gisela Orozco Cebada, 2007). 
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La inmunidad innata actúa frente a antígenos desencadenando  una respuesta rápida e 
inmediata mediada por células como los neutrófilos, los macrófagos o las células NK y 
factores solubles como las proteínas del complemento. Por el contrario, la inmunidad 
adaptativa se desarrolla a más largo plazo. Es un tipo de defensa específica y se 
caracteriza por la generación de memoria inmunológica. Como muestra la Figura 4, 
ambas respuestas (innata y adaptativa) actúan coordinadamente para formar un sistema 
global de defensa inmunitaria (Fattahi & Mirshafiey, 2012). El proceso inflamatorio en 
RA parece desencadenarse por una respuesta inmune adaptativa aberrante por parte de 
células T y B autoreactivas debido a un fallo en los mecanismos activos y pasivos de 
tolerancia y una permanente migración de leucocitos proinflamatorios desde el torrente 
sanguíneo al microambiente sinovial. Se produce así una acumulación de linfocitos 
activados (T y B), células plasmáticas y macrófagos en la articulación, con el consiguiente 
desarrollo de respuestas celulares y humorales que median el daño tisular local y extra-
articular (Ortiz García & García de Vicuña, 2005). 
1.6.3.- Células T en la RA 
La inmunidad celular es importante en RA, ya que están presentes macrófagos y 
linfocitos T activados (principalmente CD4+). Tanto la asociación genética con los alelos 
del MHC de clase II como la detección de un elevado número de células T en el sinovio 
inflamado hablan de la implicación de las células T autoreactivas que no han sido 
eliminadas a través de los procesos de selección negativa en el timo. Estos linfocitos T 
CD4+ son responsables del inicio de la sinovitis en la RA, al reconocer un antígeno (Smith 
& Haynes, 2002) que puede ser exógeno (por mimetismo molecular con una proteína 
viral, por ejemplo) o una proteína endógena que puede haber sufrido PTMs (por 
ejemplo, citrulinización, modificaciones oxidativas, cortes proteolíticos, etc.) que la 
convierten en más antigénica (neoantígenos) como el fibrinógeno, las proteínas de 
choque térmico (“heat-shock proteins”) Hsp65 y Hsp90, proteínas de unión a 
inmunoglobulinas como BiP, proteínas relacionadas con la apoptosis como anexina V, 
enzimas como calpastatina, glucosa 6 fosfato isomerasa o α-enolasa, proteínas 
estructurales como el colágeno de tipo II, gelsolina o vimentina) (Bedar, 2000; Eggleton 
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et al., 2008; Biswas et al., 2013). Es la denominada fase de inmunización. Estas células T 
autoreactivas desencadenan a continuación la fase “efectora” de la enfermedad, 
durante la cual se produce el daño a los tejidos.  
En general, cualquier célula TH (CD4
+) madura que no haya encontrado su 
antígeno específico se denomina células TH naïve. Tras dicho encuentro (presentado por 
células presentadoras de antígenos/APCs como las células dendríticas en el contexto del 
MHC de clase II), las células TH naïve se activan, proliferan y se diferencian en células con 
distintas funciones “efectoras”, como las TH1, TH2, TH17 o TFH (células TH foliculares) 
(Figuras 5 y 6). Basándose mayoritariamente en estudios con modelos murinos, la RA fue 
considerada inicialmente una enfermedad mediada por células TH1 y 
citoquinas/quimioquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, interferón γ (IFNγ), 
linfotoxina β (LTβ) y factor de necrosis tumoral α (TNFα)  (Schulze-Koops & Kalden, 
2001). El entorno sinovial contiene IL-12, IL-23, IL-6 y TGF-β (Fattahi & Mirshafiey, 2012), 
lo que promueve la diferenciación a células TH1 pero también TH17 (Figuras 5 y 6). Hasta 
hace poco se creía que las células TH1 eran las responsables primarias del daño tisular en 
las respuestas autoinmunes en RA. Sin embargo, IFNγ y otras citoquinas TH1 son 
detectadas en tejido sinovial de RA a unos niveles muy inferiores a los de otras 
citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1 e IL-6.  Por ese motivo, las células T 
productoras de IL-17 (TH17) son consideradas actualmente como las efectoras cruciales 
en la RA (Lubberts et al., 2005; Sakaguchi et al., 2008; Pernis, 2009) (Figura 5), ya que 
migran mucho más rápido a las áreas dañadas y organizan la respuesta inflamatoria 
reclutando otras células como los linfocitos TH1. La combinación de ambos subtipos 
favorece la inflamación y destrucción del tejido afectado (Steinman, 2007) mediante la 
liberación de citoquinas proinflamatorias, la colaboración con las células B o la activación 
de células mesenquimales, macrófagos, fibroblastos y células endoteliales (McInnes & 
Schett, 2007). 
La identificación de esta vía TH17 ha vuelto a poner de manifiesto el papel pro-
inflamatorio de las células T en la RA. TH17 es un linaje de células T efectoras cuya 
diferenciación se inicia con la interleuquina 6 (IL-6) y el factor de crecimiento 
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transformante beta (TGF-β), mientras que IL-23 promueve su expansión y supervivencia. 
Las células TH17 producen IL-17, citoquina que tiene carácter proinflamatorio y está 
presente abundantemente en aquellas zonas afectadas por RA (Steinman, 2007; 
Annunciato et al., 2007;  Sakaguchi et al., 2008). IL-17 induce una amplia gama de 
moléculas efectoras como IL-1β, IL-6 y TNF-α, además de quimioquinas múltiples y otras 
moléculas (prostaglandina E2) o enzimas como COX-2 (ciclooxigenasa 2) y 
metaloproteasas (Camafeita et al., 2009).  
 
 
 
 
 
Figura 5. Modelo clásico de diferenciación de los linfocitos TH hacia los subtipos principales. 
El proceso de diferenciación está regulado por diferentes combinaciones de citoquinas 
presentes en el medio que rodea a las células TH naïve. Asimismo, estas poblaciones de células 
TH efectoras están caracterizadas por la expresión de distintos factores de transcripción (GATA-
3, T-bet, RORγt, etc.), por la producción de diferentes citoquinas y por tener distintos papeles 
en las respuestas humorales y celulares. Así, las células TH1 activan a los macrófagos e inducen 
la destrucción de patógenos intracelulares, mientras que las células TH17 reclutan neutrófilos a 
los lugares de infección y son útiles en las respuestas adaptativas celulares frente a patógenos 
extracelulares. Las células TH2, en cambio, inducen la producción de IgE por los linfocitos B, 
mientras que las células THF cooperan con las células B en la producción de anticuerpos de 
otras clases, por lo que TH2 y THF están más relacionadas con la respuesta adaptativa humoral 
frente a amenazas extracelulares. Finalmente, las células iTreg (células T reguladoras 
inducidas) suprimen las respuestas adaptativas controladas por las TH “efectoras”. Este modelo 
de “linajes celulares”, no obstante, es una simplificación, ya que las diferentes subpoblaciones 
TH efectoras no tienen un fenotipo inflexible, ni marcadores ni patrones de citoquinas 
secretadas invariables que las definan y muchas de las citoquinas producidas por ellas también 
son liberadas por otras células del Sistema Inmune (revisado en Zhu et al., 2010). Figura 
adaptada de O´Shea & Paul, 2010.  
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Por otro lado, IL-17 también actúa sobre multitud de tipos celulares implicados en los 
procesos de inflamación en RA, tales como monocitos, macrófagos, fibroblastos, 
osteoclastos y condrocitos (Sato et al., 2006), y presenta una acción directa sobre el 
desarrollo de síntomas clínicos, ya que favorece la destrucción del cartílago y del hueso, 
aumentando la actividad de IL-1 y TNF-α.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
También han sido detectadas células T reguladoras naturales (nTreg) (linfocitos T 
CD4+ CD25+ Foxp3+) en el sinovio de pacientes con enfermedad activa y particularmente 
en el fluido sinovial. En contraposición a las inducidas en la periferia (iTreg; Figura 6), 
estas nTreg proceden de una diferenciación que tiene lugar en el timo. Sin embargo, 
también actúan suprimiendo la activación del sistema inmunitario, favoreciendo así la 
 
Figura 6. Modelo más actual de diferenciación de células TH. La caracterización de nuevos subtipos de 
células TH como las TH3 o TH10 (no mostradas), las TH22 y las TH9 (productoras de IL-9 y que participan en 
la defensa frente a helmintos; Nowak et al., 2009), con patrones de citoquinas menos conocidos, así 
como el descubrimiento de la plasticidad de estas diferentes subpoblaciones han hecho que el modelo 
clásico quedase obsoleto (Zhu et al., 2010).  De este modo, se ha propuesto un modelo alternativo en el 
que las células TH son mucho más heterogéneas, plásticas y flexibles a todos los niveles, pudiendo 
convertirse unas en otras (TH1  TH17; iTreg  TH17), alterar el patrón de citoquinas que secretan o 
modificar la expresión de marcadores intracelulares (factores de transcripción) o de superficie (O´Shea & 
Paul, 2010). 
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tolerancia hacia los autoantígenos. Existen datos contradictorios sobre las posibles 
alteraciones numéricas de las células T reguladoras en pacientes con RA  (Liepe et al., 
2005; Skapenko et al., 2005; Chavele & Ehrenstein, 2011). Estas discrepancias pueden 
deberse a la difícil identificación fenotípica de las mismas, puesto que no se dispone de 
ningún marcador que sea homogéneo y específico para esta población. En estudios más 
recientes con roedores, se ha demostrado su papel supresor en la autoinmunidad 
(Esesten et al., 2009).  También existe más consenso en cuanto al defecto funcional de 
las células T reguladoras en RA (Chavele & Ehrenstein, 2011). Así, se sabe que citoquinas 
inflamatorias como TNFα, IL-6 o IL-1 controlan el equilibrio entre células Treg y células 
patogénicas TH17 y TH1 en RA a través de la metilación de residuos CpG en el promotor 
del FOXP3 (que “apaga” el gen) o bien a través de la defosforilación de Ser418 en la 
proteína FOXP3 y reducción de los niveles de este factor de transcripción en nTregs 
(Chavele & Ehrenstein, 2011; Nie et al., 2013). 
1.6.4.- Células B en la RA 
Tradicionalmente, se ha considerado que las células B autoreactivas son uno de 
los efectores principales de RA, puesto que son las responsables de la producción de 
autoanticuerpos como el factor reumatoide (RF) o inmunoglobulinas frente a péptidos 
cíclicos citrulinados (anti-CCP). En la segunda fase de la RA los linfocitos T activan a las 
células B autorreactivas, un proceso en el que participan citoquinas y moléculas 
coestimuladoras (CD40/CD40L). Esta salida del estado de anergia o ignorancia por parte 
de las células B autoreactivas provoca la producción de autoanticuerpos (ver más 
adelante) e inmunocomplejos, que causan la activación del complemento y 
desencadenan un proceso de inflamación crónica en RA (Wu et al., 2007a). Además, las 
células B cumplen otras funciones dentro de la patogénesis de la RA, como la activación 
de los mismos linfocitos T cooperadores mediante la presentación de autoantígenos y la 
liberación de citoquinas como IFN γ / IL-4 (Edwards & Cambridge, 2006; Finnegan et al., 
2012). 
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1.6.5.- Otras células que intervienen en la patogénesis de la RA 
Neutrófilos 
Desde el conocimiento del importante papel de las células TH17 en RA, la relevancia 
de la población de neutrófilos en etapas tempranas de la enfermedad y como mediadora 
de la inflamación tisular ha crecido en paralelo. Los neutrófilos, atraídos por la IL-17, son 
los fagocitos que llegan más rápidamente (seguidos de los monocitos) y los más 
abundantes tanto en el fluido sinovial de la articulación afectada como en la interfase 
entre el pannus y el cartílago. En RA, los neutrófilos circulantes se encuentran en un 
estado pre-activo, pudiendo diferenciarse en APCs y exponer autoantígenos en ese 
momento o cuando se mueren por apoptosis. Contienen diferentes tipos de gránulos, 
que les permiten liberar enzimas como elastasa, colagenasa, mieloperoxidasa, 
gelatinasa, etc. Son también una fuente de enzimas como las peptidil-arginina 
deiminasasas, responsables del proceso de citrulinización (ver más adelante), y secretan 
citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-8, TNFα u oncostatina M (OSM), que actúan 
sobre diferentes poblaciones leucocitarias (incluidos los mismos neutrófilos), 
cronificando la inflamación. Además, pueden generar prostaglandinas como PGE2, 
importantes en la degradación del hueso y cartílago, y leucotrienos como LTB4, cuya 
función es potenciar la acumulación de más neutrófilos. Expresan receptores FcR, que 
unen y transportan los autoanticuerpos/inmunocomplejos hasta el compartimento 
extravascular, donde activan al complemento (Eyles et al., 2006; Cascão et al., 2010; 
Németh & Mócsai, 2012).  
Por lo general, los neutrófilos tienen una vida corta en circulación (6-18 h) antes de 
sufrir apoptosis. La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo mediante 
el cual estas células se eliminan de forma segura y sus restos son fagocitadas por los 
macrófagos. Estos últimos, por su parte, producen mediadores antiinflamatorios que 
contrarrestan el proceso inflamatorio. Sin embargo, si dicho proceso de apoptosis está 
impedido, como parece ocurrir en RA debido por ejemplo a la hipoxia, las altas 
concentraciones de citoquinas anti-apoptóticas (IL-2, IL-4, IL-15, GM-CSF y G-CSF) o los 
fibroblastos sinoviales (ver más adelante), los neutrófilos sufren un proceso de necrosis 
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secundaria y los macrófagos que los fagocitan entran en un estado proinflamatorio 
(Cascão et al., 2010).   
La activación de células fagocíticas como neutrófilos o macrófagos (mediada por 
complejos inmunes y células T) produce grandes cantidades de especies reactivas 
derivadas del oxígeno (ROS, “reactive oxygen species”) mediante el sistema NADPH-
oxidasa (NOX2). Estos ROS pueden ser empleados intracelularmente o liberados al 
medio extracelular, causando en este último caso daño tisular. Cuando los ROS (aniones 
superóxido, peróxido de hidrógeno, radicales hidroxilo) exceden la capacidad de 
tamponamiento se genera estrés oxidativo tanto en articulaciones como en células 
como los eritrocitos (anemia). La liberación de hemoglobina/grupos hemo por estos 
últimos amplifica aún más el estado pro-oxidativo, con efectos variados: 
despolimerización del ácido hialurónico, daño oxidativo a proteínas, activación de 
metaloproteasas e inactivación de inhibidores de proteasas, oxidación de lípidos y 
lipoproteínas, daño al DNA nuclear, inducción de apoptosis, etc. (Halliwell, 1995; Hitchon 
& El-Gabalawy, 2004). No obstante, los ROS también pueden ser importantes en los 
procesos de comunicación intercelular, modulando el metabolismo y la expresión 
génica, de modo que un defecto la producción intracelular de ROS por células como los 
granulocitos puede exacerbar la respuesta inflamatoria en RA (Cascão et al., 2010). 
Los neutrófilos también producen especies reactivas de nitrógeno (RNS, “reactive 
nitrogen species”). Un ejemplo es el óxido nítrico (NO), cuya producción está 
incrementada en RA y que tiene efectos pro-inflamatorios (daño al DNA, angiogénesis, 
activación de metaloproteasas, producción de citoquinas, apoptosis de condrocitos, etc.) 
como antiinflamatorios (disminución de expresión de adhesinas en células endoteliales, 
inhibición de la síntesis de IL-6, supresión de la secreción de citoquinas TH1, etc.) 
(Halliwell, 1995; Nagy et al., 2010). 
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Macrófagos 
Desempeñan una función importante en la RA, ya que se encuentran de manera 
abundante en la membrana sinovial y también en la unión cartílago-pannus. Actúan 
como APCs, iniciando así la respuesta inmunológica. Cuando se activan, dañan los tejidos 
mediante la liberación de ROS, NO y ácido araquidónico. El ácido araquidonico es un 
ácido graso de cadena larga poliinsaturado que es liberado por la fosfolipasa A2 de la 
membrana de las células y se transforma por oxidación en prostaglandinas, leucotrienos 
y lipoxinas. La síntesis de fosfolipasa A2 es inducida por IL-1 y TNF-α, e inhibida por 
glucocorticoides, de modo que en pacientes con RA está aumentada. En general, las 
prostaglandinas aumentan las manifestaciones agudas de la inflamación en las 
articulaciones, el dolor o la permeabilidad vascular. Los leucotrienos, por su parte, 
aumentan la producción de IL-1 y la adhesión/degranulación de neutrófilos (Arteaga & 
Díaz, 2003; Chou et al., 2010). Los macrófagos producen grandes cantidades de 
citoquinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 o TNF (Sacre et al., 
2005; Kontny & Prochorec-Sobieszek, 2013). Estas citoquinas modulan la 
proliferación/diferenciación de los linfocitos T e inducen la proliferación de los 
sinoviocitos y la liberación de metaloproteasas y prostaglandinas (Camafeita et al., 
2009), que ejercen un papel esencial en la destrucción de los tejidos articulares. Por otro 
lado, estas células mononucleares derivan de las mismas células madre sanguíneas que 
dan origen a los osteoclastos multinucleados responsables de la resorción ósea y con los 
que comparten muchas propiedades. Los macrófagos son capaces también de generar 
fibrosis debido a la secreción de factores de crecimiento como el factor de crecimiento 
transformante β (TGF-β), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de 
crecimiento de plaquetas (PDGF) (Kinne et al., 2000; Cañete, 2012). 
Mastocitos 
Los mastocitos parecen estar implicados en la interacción Sistema Inmune innato y 
adaptativo. Se ha visto acumulación de mastocitos en el tejido sinovial en RA, donde 
expresan proteasas y citoquinas proinflamatorias (Nigrovic & Lee, 2005; Cañete 2012; 
 Introducción 
 
23 
 
Kritas et al., 2013). Promueven también la proliferación de fibroblastos a través de la 
producción de histamina, serotonina y heparina. 
Células dendríticas 
 Intervienen en la patogenia de la RA, principalmente, por su función como APCs 
profesionales. Tras la captura de los autoantígenos en la periferia (en forma de cuerpos 
apoptóticos, por ejemplo), las células dendríticas (DCs) migran a los tejidos linfoides, en 
donde “maduran” (aumento de MHC y moléculas CD80/CD86), dejan de ser 
tolerogénicas y presentan dichos autoantígenos a las células T naïve, provocando de este 
modo respuestas autoinmunes MHC-restringidas. Dependiendo de los estímulos que 
influyan en ese proceso de maduración, las distintas DCs modulan la diferenciación de 
los linfocitos TH naïve hacia células como las TH1 o las TH17, y secretan citoquinas que 
participan en la activación de los linfocitos B y en la producción de autoanticuerpos. 
También pueden liberar mediadores inmunes proinflamatorios y favorecer la aparición 
de complicaciones típicas de la RA, como la aterosclerosis (Lutzky et al., 2007; Khan et 
al., 2009). 
Fibroblastos sinoviales 
En los últimos años se ha sugerido que los fibroblastos (“Rheumatoid arthritis 
synovial fibroblasts” o RASFs) contribuyen a la iniciación y perpetuación de la RA (Lee et 
al., 2007). Una vez activados, los RASFs producen una serie de citoquinas/quimioquinas 
y enzimas que degradan la matriz; las primeras median la interacción con células 
inflamatorias y endoteliales vecinas, mientras que las segundas son responsables de la 
destrucción progresiva del cartílago articular y hueso (Huber et al., 2006). Estudios más 
recientes ponen de manifiesto la capacidad de estas células para migrar de una 
articulación a otra, lo que podría explicar la evolución clínica de la RA (Isaacs, 2010). 
Al igual que se mencionó previamente para el caso de neutrófilos, en la RA se 
produce mediante varios procesos (cambios en la vías mitocondriales de la apoptosis, 
alteraciones en la transducción de señales de Fas/CD95, modificaciones en la expresión 
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de NFκB, etc.), una resistencia al estimulo apoptótico de las células sinoviales, 
especialmente las similares a fibroblastos (tipo B). Esto aumenta su vida media y 
contribuye a la hiperplasia sinovial y a la destrucción del cartílago/hueso. Estos 
sinoviocitos (vía interacciones célula-célula y factores solubles) “contagian” este 
fenotipo resistente a la apoptosis a neutrófilos y linfocitos B y T que infiltran la 
articulación  (Catrina et al., 2002; Korb et al., 2009). 
Plaquetas 
Son fragmentos citoplasmáticos irregulares y carentes de núcleo derivados de la 
fragmentación de células precursoras denominadas megacariocitos que en RA se 
encuentran en un estado reactivo (Gasparyan et al., 2011). Son una fuente de factores 
de crecimiento y tienen un importante papel en angiogénesis e inflamación crónica. Una 
vez producida la lesión, las plaquetas comienzan a producir quimioquinas. CXCL-4, CXCL-
5 y CXCL-7 sirven para reclutar neutrófilos al foco inflamatorio, mientras que CXCL-1 y 
CXCL-8 (IL-8) favorecen la angiogénesis y la formación del pannus. Por otro lado, las 
plaquetas están detrás de los procesos de disfunción endotelial, trombosis, 
ateroesclerosis y del mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares en RA (Gasparyan 
et al., 2011). 
En pacientes con RA existe un estado inflamatorio que favorece un ambiente 
procoagulatorio causante de un riesgo incrementado de tromboembolismo venoso 
(Hoppe & Dörner, 2012). Varios mecanismos están implicados, como disfuncionalidades 
en las células endoteliales y plaquetas o cambios en el flujo de sangre, mayor actividad 
de factores procoagulatorios, reducción de las vías anticoagulatorias y de la fibrinolisis, 
etc. Por otro lado, el estado procoagulatorio aumenta la inflamación, lo que genera un 
círculo vicioso. Así, la mayor actividad de la trombina (que procesa el fibrinógeno y lo 
transforma en fibrina) induce la secreción de citoquinas proinflamatorias y de factores 
de crecimiento, favorece la mitogénesis de las células sinoviales, tiene propiedades 
angiogénicas, aumenta la expresión de moléculas de adhesión endotelial y promueve la 
agregación plaquetaria (Undas et al., 2010). 
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1.6.6. Citoquinas y quimioquinas 
Citoquinas 
Las citoquinas son esenciales para la comunicación intercelular. Los niveles de 
citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, el 
factor estimulador de colonias granulocíticas-monocíticas (GM-CSF) o el factor de 
necrosis tumoral (TNF-α) se encuentran aumentados en RA (Guzmán, 2003; Cordero et 
al. 2001; Machado et al., 2012; Chu et al., 2013). Junto con IL-1 e IL-6, TNF-α constituye 
uno de los reguladores más importantes de la enfermedad, con un amplio espectro de 
actividades biológicas tales como la inducción de la respuesta de fase aguda o favorecer 
la vasodilatación, permeabilidad vascular, activación plaquetaria o apoptosis/necrosis 
(necroptosis). Puede estimular la degradación tisular mediante enzimas como la 
colagenasa, o participar en la inhibición de la actividad de los osteoblastos al mismo 
tiempo que favorece la de los osteoclastos (Feldmann & Maini, 2001; Chu et al., 2013). 
La actividad biológica de TNF-α se produce tras la interacción con receptores 
transmembrana específicos (TNF-R1 y TNF-R2), presentes en las articulaciones y en altas 
concentraciones en el líquido sinovial y plasma (Bayley et al., 2003; Chu, 2013). 
Quimioquinas 
Dentro de este grupo destaca la CXCL-8 (IL-8) como potente agente quimiotactico 
para los neutrófilos hacia la articulación (Cunha et al., 2008). Otras quimioquinas como 
CXCL-9 (MIG), CXCL-10 (IP-10) y CXCL-11 (I-TAC) contrarrestan el proceso de inflamación 
a través de la inmovilización de fibroblastos (Romagnani et al., 2004; Nedjai et al., 2012).  
1.7.- BIOMARCADORES 
Un biomarcador es una característica medible que presenta una asociación con 
un determinado fenotipo, como puede ser un proceso biológico normal o la presencia 
de una enfermedad (o su severidad). Los biomarcadores pueden ser evaluados desde un 
punto de vista cualitativo (presencia/ausencia) o cuantitativo, pero siempre de manera 
objetiva (son signos). Nos brindan la posibilidad de alcanzar objetivos como los i) 
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diagnósticos (detección de enfermedades en etapa temprana), de ii) estratificación 
(clasificación de pacientes según riesgo), de iii) prognosis (monitorización de la 
progresión de una enfermedad), de iv) selección de una terapia o de v) monitorización 
de la eficacia de un tratamiento. Un biomarcador puede estar basado en una técnica de 
imagen (CT, PET, MRI) o ser una propiedad biológica/fisiológica detectada y medida en 
una parte del cuerpo (presión sanguínea en riesgo cardiovascular, velocidad de 
eritrosedimentación o el número de articulaciones inflamadas/dolorosas en RA, etc.). 
También puede ser una población de células específica (ejemplo, el número de 
eritrocitos en anemia) o una molécula (ejemplo, glucosa en diabetes), una variante de 
un gen (BRCA1 en cáncer de mama) o su producto génico, un enzima (transaminasas en 
hepatitis) o una hormona determinada (TSH en hipotiroidismo). Si hablamos de 
moléculas en general, un biomarcador puede ser tanto una sustancia exógena 
introducida en un organismo (un marcador radioactivo en una gammagrafía para evaluar 
la presencia de un tumor) o bien una molécula endógena (la CRP en inflamación o el PSA 
en cáncer de próstata) (Fuentes-Arderiu, 2013).  
Se puede decir que existen biomarcadores primarios y secundarios. Si nos 
referimos a los biomarcadores moleculares, un biomarcador primario sería una molécula 
cuyos niveles, modificaciones, variantes, etc., fuesen directamente responsables del 
fenotipo bajo estudio (por ejemplo, la proteína CFTR en fibrosis cística). En cambio, un 
biomarcador secundario sería aquel que se modificase como consecuencia de la 
enfermedad, pero no sería el desencadenante de ésta (CA125 en cáncer de ovario o PSA 
en cáncer de próstata). Si concretamos aún más y hablamos de biomarcadores 
moleculares proteicos, podemos establecer tres grandes grupos: (A) Proteínas que 
muestran una abundancia diferencial, incluyendo las que se expresan únicamente en 
asociación con un fenotipo o que muestran un aumento o reducción significativa en la 
población problema con respecto a una población de referencia (ejemplos: PSA, CA125); 
(B) proteínas que presentan PTMs diferenciales. En este caso la modificación 
postraduccional (fosforilaciones, glicosilaciones, metilaciones, etc.) está asociada al 
fenotipo, y un ejemplo serían los patrones de glicosilación proteica alterados en cáncer; 
finalmente, (C) variantes proteicas dependientes de variaciones alélicas, procesamiento 
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alternativo del mRNA o fragmentos proteicos, que reflejan cambios en los mismos genes 
(hereditarios o espontáneos), la maquinaria de “splicing” o la capacidad de las proteasas 
para procesar/degradar una proteína determinada (ejemplo, apoE4 en Alzheimer) (Liu et 
al., 2013).  
1.7.1.- Biomarcadores en RA 
La RA es una patología crónica con una importante reducción de la calidad y 
esperanza de vida de los pacientes, un desconocimiento de su etiología y una gran 
complejidad en el diagnóstico. La cronicidad y la destrucción articular tardan tiempo en 
manifestarse, lo que hace que en etapas tempranas la RA sea fácilmente confundida con 
otras dolencias reumáticas y el diagnóstico sea difícil (Kenneth et al., 2001; Willemze et 
al., 2012). Sin embargo, un tratamiento precoz aumenta la probabilidad de controlar la 
inflamación y el daño estructural (Boers, 2003, Kyburz & Finckh, 2013), lo que se conoce 
como “ventana terapeútica de oportunidad”  (Raza et al., 2006). La búsqueda de 
biomarcadores tempranos en RA ha sido por ello objeto de interesantes investigaciones 
en los últimos años, apareciendo tanto en distintas localizaciones (biomarcadores 
solubles en sangre, plasma/suero, orina y líquido sinovial, biomarcadores en tejido 
sinovial, etc.), con distinta naturaleza (autoanticuerpos, marcadores genéticos, etc.) o 
con usos varios (biomarcadores para diagnóstico o pronóstico, biomarcadores de 
“remodelado articular”, biomarcadores de respuesta al tratamiento antirreumático, etc.) 
(Sanmartí & Gómez-Puerta, 2011).  
En el diagnóstico de la RA se emplean desde hace algún tiempo “biomarcadores 
de imagen”, los cuales ofrecen una información complementaria al diagnóstico 
radiológico tradicional que permite evaluar aspectos clave como las erosiones óseas. Un 
70 % de los enfermos presenta estas erosiones en manos o pies al final de los dos o tres 
primeros años (van der Heijde, 1995; Schett & Gravallese, 2012), estando asociadas a 
peor pronóstico, persistencia de la inflamación y mayor discapacidad física (Scott, 2000; 
Schett & Gravallese, 2012).  
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Otro gran grupo de biomarcadores en RA son las moléculas solubles. El líquido 
sinovial apenas es utilizado en el diagnóstico de esta enfermedad, aunque en algunas 
ocasiones es analizado a la búsqueda de signos inflamatorios poco específicos que 
permiten clasificarlo en normal, no inflamatorio, inflamatorio, purulento y hemorrágico. 
Los más habituales en el diagnóstico de la RA son, sinembargo, los detectados en 
plasma/suero. Así, la presencia de ciertos autoanticuerpos producidos por la activación 
de linfocitos B (células plasmáticas) constituye un biomarcador bastante habitual. Un 
ejemplo es el factor reumatoide (RF), que puede detectarse en líquido sinovial y suero. 
Este autoanticuerpo reacciona contra el fragmento Fc (fracción constante) de la IgG 
autóloga. En su mayoría es de clase IgM, aunque también puede ser IgA, IgG o IgE 
(Nakamura, 2000). Los complejos RF (IgM)-IgG son capaces de depositarse en las 
articulaciones. No parecen interpretar un papel etiológico primario, pero sí parecen 
intervenir en la cronificación de la enfermedad. Alrededor del 70 % de los pacientes 
presentan estos autoanticuerpos circulantes (Zendman et al., 2006) y por ello el RF es 
una prueba inmunológica incorporada ya en 1987 en los criterios de clasificación del 
American College of Rheumatology (Arhett et al., 1998) (Tabla 1). El RF presenta una 
relativa sensibilidad diagnóstica (65-85 %), pero su ausencia no excluye la RA. RF 
tampoco es específico de esta enfermedad, ya que está presente en otras patologías 
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (SLE) o el síndrome de Sjögren. 
También se ha detectado su presencia en individuos sanos, particularmente en mayores 
de 55 años (Dorner et al., 2004; Gómez, 2005), lo que genera bajos valores de 
especificidad diagnóstica (55-80 %) (Zendman et al., 2006; Avouac et al., 2006) (Tabla 1).  
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El principal avance en el diagnóstico temprano de la RA han sido los 
denominados anticuerpos frente a péptidos/proteínas citrulinados (ACPAs; “anti-
citrullinated protein/peptide antibodies”; Sanmartí et al., 2008), ya que al igual que el RF 
se detectan antes del surgimiento de los primeros síntomas (Nielen et al., 2004) y están 
asociados con la severidad de la misma (Kroot et al., 2000). Además, los niveles de estos 
ACPAs indican si la enfermedad va a progresar hacia un fenotipo severo o no (valor 
pronóstico). La citrulinación de las proteínas se genera cuando los residuos de arginina 
son deiminados a citrulina por el enzima PAD (“peptidylarginine demininase”). Existen 
cinco PADs en humanos, de las cuales dos (PAD2 y PAD4) se encuentran en células de 
fluido sinovial y en la membrana sinovial. Estos enzimas son dependientes de calcio, y se 
piensa que debido a ello su actividad es mayor en el compartimento extracelular. El 
proceso de citrulinización parece jugar un papel importante en la generación de 
autoanticuerpos, pero no es exclusivo. Así, la presencia de proteínas citrulinadas es 
favorecida por la inflamación, de modo que el proceso de la citrulinación de proteínas 
también ha sido detectada en otras enfermedades inflamatorias (artríticas o no) (Kinloch 
et al., 2008). Sin embargo, el desarrollo de ACPAs en el compartimento sinovial sí que 
parece ser específico de RA, dependiendo tanto de la citrulinización (del fibrinógeno, 
fibronectina, vimentina, etc.) como de la presencia de moléculas del MHC de clase II que 
Causas % 
Sujetos normales 1-15 
Sujetos normales >65 años 7-30 
Familias de pacientes con RA 15-20 
Síndrome de Sjögren 75-98 
Otras enfermedades del tejido 
conectivo 
20-50 
Endocarditis infecciosa 30-50 
Sarcoidosis 0-10 
Fibrosis pulmonar 30-45 
Silicosis 15-40 
Macroglobulinemia 20-30 
Sífilis 15-25 
Infecciones bacterianas 10-11 
Infecciones virales 15-18 
Mononucleosis infecciosa 5-50 
Tabla 1. Causas de positividad en el factor 
reumatoide (RF). RF puede presentarse en 
diversas enfermedades así como también 
en personas sanas, especialmente en 
adultos mayores. Tabla adaptada de: 
http://www.basesmedicina.cl/reumatologia/14_
3_A_artritis/contenidos_INTERIOR.htm 
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presenten el epitopo compartido. Esta modificación por citrulina provoca un mejor 
encaje de los péptidos endógenos (más inmunogénicos) en la hendidura del MHC, 
provocando un mejor reconocimiento por las células TH, su activación, una cooperación 
T-B más efectiva, la acumulación de células plasmáticas productoras de ACPAs en la 
membrana sinovial y la generación de altas concentraciones de ACPAs e 
inmunocomplejos que contribuirían a la destrucción de la articulación (de Clerck, 1995; 
Olivares Martínez et al., 2011; Willemze et al., 2012).  
La primera generación de ELISAs para la detección de estos ACPAs empleó 
péptidos citrulinados cíclicos con el fin de aumentar la afinidad de los autoanticuerpos 
por el antígeno. Debido a ello, estos ACPAs pasaron a denominarse anticuerpos anti-
péptidos citrulinados cíclicos (anti-CCP). Pese a ello, la primera generación de ensayos 
anti-CCP tenía una sensibilidad analítica baja (48-68 %), de modo que fueron 
seleccionados nuevos péptidos citrulinados cíclicos altamente reactivos para generar la 
segunda generación de ensayos  (anti-CCP2). Esta segunda generación de tests presenta 
un incremento notable de la sensibilidad analítica, e incluso ha sido seguida de una 
tercera generación (anti-CCP3), que sólo ha mejorado ligeramente su eficacia 
(Debaugnies et al., 2013). Según la Sociedad Española de Reumatología 
(http://www.ser.es/practicaClinica/GUIPCAR_2007/Diagnostico/Menu3_Diagnostico_AR
_III3.php), la sensibilidad de los test anti-CCP oscila entre el 12 y el 93 % y es similar a la 
alcanzada con el RF, mientras que su especificidad diagnóstica es algo más elevada (63-
100 %), sólo apareciendo un 1-3 % de falsos positivos en personas sanas  (Zendman et 
al., 2006; Jadue, 2007). A pesar de la limitada sensibilidad, que hace que su valor 
predictivo positivo sea bajo (<75 %; al contrario que su valor predictivo negativo, >95 %; 
Kim et al., 2010), los test anti-CCP ELISA son las pruebas/biomarcadores con mejor 
balance sensibilidad/especificidad para el diagnóstico de la RA (Sanmartí et al., 2008), 
complementado los resultados obtenidos con el FR (~ 40 % de los pacientes RA con FR
- 
son anti-CCP+). Esta importancia queda reflejada en los criterios de clasificación 
propuestos por ACR/EULAR 2010 (Tabla 2) (Aletaha et al., 2010), demostrando una gran 
utilidad en aquellos pacientes con artritis indiferenciadas o inclasificables (Van Gaalen et 
al., 2004; Bedran et al., 2013). Son también útiles como herramientas en la 
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monitorización de tratamientos con DMARDs biológicos. En cambio, se desconoce su 
papel en los mecanismos patológicos de la RA, y tienen una moderada utilidad 
pronóstica (Mewar & Wilson, 2006; Kyburz & Finckh, 2013).  
Otro grupo de biomarcadores empleados en el diagnóstico de la RA son los 
reactantes de fase aguda. Aparecen o varían su concentración en presencia de una 
inflamación, independientemente del agente causal de ésta. Alteraciones de este grupo 
de proteínas tienen lugar durante procesos quirúrgicos, infecciones, traumatismos, 
quemaduras, infartos tisulares, procesos autoinmunes o en cáncer. Por lo tanto, estos 
biomarcadores reflejan la existencia de un proceso inflamatorio así como su intensidad, 
pero desafortunadamente, por sí mismos, no tienen mucho valor diagnóstico debido a 
su inespecificidad. El más utilizado es la proteína C reactiva (CRP) (van Leeuwen et al., 
1997; Paulus et al., 1999; Wasserman, 2011), que se correlaciona con otro biomarcador 
de la inflamación: la velocidad de sedimentación globular (ESR).  
1.8.- DIAGNÓSTICO Y PRONÓSTICO EN RA 
Ninguno de los biomarcadores anteriormente descritos (por separado) permite 
hacer un diagnóstico claro, simple y rápido de la enfermedad. Por ello, actualmente el 
diagnóstico es fundamentalmente clínico, apoyado en exámenes físicos y pruebas de 
laboratorio (analíticas y radiográficas). El diagnóstico de la RA, una vez la enfermedad ya 
está establecida, ha logrado unas elevadas cotas de eficacia, mientras que para su 
diagnóstico en fases iniciales todavía se espera la llegada de nuevas mejoras y 
biomarcadores moleculares que permitan mayores niveles de sensibilidad, especificidad, 
valor predictivo y eficacia diagnóstica.         
 1.8.1.- Diagnóstico: criterios de la ACR 1987 y ACR/EULAR 2010 
Los criterios propuestos en 1987 por el American College of Rheumatology (ACR) 
para la clasificación de RA (Tabla 2) utilizan como biomarcadores la rigidez matutina, la 
presencia de artritis en tres o más articulaciones, la existencia de artritis en manos, la 
simetría de la artritis, la presencia de nódulos reumatoides, la positividad para el RF o los 
cambios radiológicos (Tabla 2). Estos criterios no fueron desarrollados con un objetivo 
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diagnóstico temprano, sino con el fin de distinguir aquellos pacientes con RA ya 
establecida de pacientes con enfermedades reumáticas similares (artrosis, SLE, 
fibromialgia, etc.). Por este motivo, los criterios de 1987 demostraron una gran eficacia 
como punto de partida para definir la RA avanzada y diferenciarla de otras reumáticas, 
pero no fueron útiles en diagnóstico de artritis indiferenciadas de reciente comienzo. De 
este modo, mediante los criterios de 1987 era difícil de saber si la artritis indiferenciada 
evolucionaría a una RA u otra enfermedad articular inflamatoria, se resolvería 
espontáneamente o bien persistiría de forma indiferenciada (Hitchon et al., 2005; 
Machold et al., 2007). Así, estos criterios de clasificación de la ACR (1987) sirvieron como 
punto de partida, pero demostraron no ser válidos en diagnóstico precoz.   
Como solución han surgido más recientemente nuevos modelos de clasificación, 
algo más complejos. Así, en el año 2010 surgieron los nuevos criterios de clasificación de 
la ACR/EULAR (Tabla 2) fruto de un estudio en dos fases liderado por el American College 
of Rheumatology y la  European League Against Rheumatism (Aletaha et al., 2010; Neogi 
et al., 2010). Estos nuevos criterios identifican una artritis como RA al presentarse 
sinovitis en por lo menos una de las articulaciones (en ausencia de diagnóstico 
alternativo) y si se alcanza una puntuación de 6 (de un total de 10) en cuatro bloques: 1) 
Número y articulaciones afectadas (0-5); 2) Cambios serológicos en RF y ACPA (0-3); 3) 
Aumentos de CRP y de ESR (0-1); 4) Duración de los síntomas y signos de la enfermedad 
(0-1).  
No obstante, estos nuevos criterios de 2010 deben de ser aplicados teniendo en 
cuenta varias cuestiones: i) Debe de haber, como mínimo, sinovitis, de modo que no 
deben ser aplicados a pacientes con simplemente dolor en la articulación (artralgias) o 
personas normales; ii) Esta sinovitis no debe de tener una causa conocida que la 
explique; iii) La existencia de simetría en la sinovitis no es indispensable; iv) Son criterios 
que permiten un diagnóstico dinámico, entendiéndose por ello que si un paciente no es 
clasificado inicialmente como RA sí lo puede ser al cabo de un cierto tiempo; v) Están 
basados en el conocimiento que se tiene actualmente sobre esta enfermedad, por lo 
serán revisados con el advenimiento de nuevos biomarcadores serológicos, genéticos o 
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de imagen; vi) El punto de corte probablemente pueda acomodarse en un futuro con el 
fin de otorgar distintos usos a estos criterios; vii) se debe recordar que siguen siendo 
criterios de clasificación, no de diagnóstico en sentido estricto, de modo que el objetivo 
sigue siendo discriminar, de forma estandarizada, el subgrupo de pacientes con sinovitis 
indiferenciadas que, con mayor probabilidad, puede finalmente desarrollar una RA 
erosiva y persistente. Además, algunos investigadores sostienen que los criterios de la 
ACR/EULAR 2010 parecen mostrar una menor sensibilidad diagnóstica (debido a la 
exclusión de pacientes seronegativos) que los de la ACR de 1987, pero sin embargo una 
mayor especificidad (Kasturi et al., 2013), mientras que estudios como el Berglin & 
Dahlqvist o metanálisis como el de Radner et al. sostienen todo lo contrario: una mayor 
sensibilidad (82-84 %) de los criterios de la ACR/EULAR 2010 a costa de una menor 
especificidad (54-61 %) en comparación con los criterios de la ACR/1987 (Radner et al., 
2013; Berglin & Dahlqvist, 2013).  En cualquiera de los dos casos, parece claro que se 
requieren criterios y/o biomarcadores de mayor sensibilidad y especificidad diagnóstica.   
Otros parámetros aparte de los criterios clasificatorios en el diagnóstico de la RA 
son el hemograma, a la búsqueda de signos como la presencia de una anemia 
normocrómica/normocítica/hemolítica y leucocitosis o leucopenia, estudios bioquímicos 
para evaluar la modificación de otras proteínas de fase aguda tanto negativas (albúmina) 
como positivas (haptoglobina, orosomucoide, etc.) que complementen la información 
proporcionada por la CRP o el ESR, la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA), el 
fondo genético (HLA DR4-DR1) o el análisis del líquido sinovial, como ya se ha 
comentado anteriormente. 
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Tabla 2 
Criterios de Clasificación de la Artritis Reumatoide * 
Criterios de 
clasificación  ACR 
(1987) 
1. Rigidez matutina (>1h) 
2. Artritis en 3 o más articulaciones 
3. Artritis en manos (≥1 articulación 
inflamada) 
4. Simetría 
5. Nódulos reumatoides 
6. Factor reumatoide 
7. Cambios radiográficos (erosiones) 
Cuatro de estos 
siete criterios deben 
estar presentes. 
Criterios 1-4 deben 
haber estado 
presentes durante al 
menos 6 semanas 
[Arnett et al., 
1988] 
Criterios de 
clasificación 
ACR/EULAR 
(2010) 
1. Articulaciones involucradas (0–5) 
• Una articulación pequeña o grande (0) 
• De dos a diez articulaciones pequeñas 
o grandes (1) 
• De una a tres articulaciones pequeñas 
(articulaciones grandes no cuentan) (2) 
• De cuatro a diez articulaciones 
pequeñas (articulaciones grandes no 
cuentan) (3) 
• Mas de diez articulaciones (al menos 
una articulación  pequeña) (5) 
2. Serología (0–3) 
• RF y ACPA negativos (0) 
• RF o ACPA valor positivo bajo (2) 
• RF o ACPA valor positivo alto (3) 
3. Reactantes de fase aguda (0–1) 
• CRP y ESR valor normal (0) 
• CRP o ESR valor anormal (1) 
4. Duración de los síntomas (0–1) 
• Menos de 6 semanas (0) 
• 6 semanas o más (1) 
Los puntos se 
muestran entre 
paréntesis. Punto de 
corte para la artritis 
reumatoide 
6 puntos o más. Los 
pacientes también 
se pueden clasificar 
como RA 
si tienen: (a) las 
erosiones típicas, (b) 
enfermedad de larga 
evolución que 
cumpla los criterios 
de clasificación 
 
[Aletaha et al., 
2010] 
*Adaptada de Scott et al., 2010 
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1.8.2.- Pronóstico 
La RA es una enfermedad de curso impredecible y en muchos casos progresiva. 
Algunos factores parecen implicar un peor pronóstico, como por ejemplo la presencia 
del RF y/o  ACPA, que son indicativos de un mayor riesgo de mortalidad prematura 
(Pincus et al., 2001; Ymmons & Gabriel, 2011). Otros factores pronóstico, presentes al inicio 
de la enfermedad, son la edad avanzada, sexo femenino, el grado de actividad de la 
enfermedad (medida mediante el DAS28), la presencia de una actividad inflamatoria 
importante o manifestaciones extra-articulares, un estatus funcional (HAQ) con 
discapacidad marcada, la existencia precoz de erosiones articulares, un número elevado 
de articulaciones afectadas, una incapacidad temprana, un tratamiento precoz o el 
genotipo HLA-DR4. Estos factores pronóstico ayudan a identificar aquellos pacientes con 
mayor probabilidad de tener un curso más agresivo en la enfermedad (Robustillo-
Villarino & Rodríguez-Moreno, 2011). Desafortunadamente, ninguno de ellos permite 
una predicción totalmente fiable, de modo que se hace necesaria una evaluación 
periódica de la actividad de la enfermedad y de la respuesta a los fármacos para el 
manejo de la RA a largo plazo. Lo que sí parece claro es que un diagnóstico precoz es 
importante a la hora de mejorar el pronóstico, y por ello numerosos investigadores en 
RA tratan de conseguir descubrir métodos nuevos y más eficaces de diagnóstico 
temprano. Como se verá más adelante, los estudios proteómicos de muestras habituales 
en clínica (como el suero, el plasma o el fluido sinovial) y las herramientas 
bioinformáticas surgen como estrategias óptimas para avanzar en la detección temprana 
de la RA.  
1.9.- TRATAMIENTO DE LA RA 
Un diagnóstico temprano y un tratamiento agresivo que impida la destrucción y 
la preserve la función de las articulaciones y contrarreste las comorbilidades es el 
estándar hoy en día en RA. Junto con medidas generales como alternar reposo (para 
disminuir la intensidad de la artritis) y ejercicio (para evitar la rigidez y mantener el tono 
muscular), una dieta equilibrada, un peso ideal y el abandono de hábitos perjudiciales 
como el tabaquismo, cuatro familias de fármacos se utilizan hoy en día en el tratamiento 
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de los pacientes con RA: i) Analgésicos; ii) drogas antiinflamatorias no esteroideas (“non-
steroideal anti-inflammatory drugs” o NSAIDs); iii) corticosteroides; y iv) fármacos 
antirreumáticos modificadores del curso de la enfermedad (“disease-modifying anti-
rheumatic drugs”/DMARDs), que pueden ser tanto sintéticos como biológicos (O´Dell, 
2004; Scott et al., 2010).  
 Los analgésicos como el acetaminofeno (paracetamol), los opioides (morfina, 
codeína), los NSAIDs no selectivos (aspirina, diclofenaco, ibuprofeno, indometacina, etc.) 
de la ciclooxigenasa/COX (síntesis de prostaglandinas) y los NSAIDs selectivos de COX-2 
(celecoxib, valdecoxib, etc.) constituyen un pilar importante en el control del dolor, 
rigidez e inflamación en RA, lo que permite mantener la capacidad funcional del 
paciente. Este tipo de fármacos, no obstante, presentan bastantes efectos secundarios 
(efectos a nivel intestinal y cardiovascular) y no modifican la historia natural de la 
enfermedad, por lo que deben ser utilizados junto a los DMARDs.  Los corticoides son 
también potentes y rápidos supresores de la respuesta inflamatoria, pero su uso 
también está rodeado de controversia debido a su toxicidad y efectos secundarios. En 
cuanto a los DMARDs, estos fármacos son de acción mucho más lenta, comenzando su 
efecto a los 2-3 meses de iniciarse el tratamiento. Permiten una mejoría clínica 
serológica (reducción de RF, ESR, CRP) y frenan la progresión de la enfermedad. Entre los 
DMARDs sintéticos podemos encontrar el metotrexato (MTX), sulfasalazina, 
leflunomida, ciclosporina, oro intramuscular y antimaláricos, entre otros, mientras que 
entre los DMARDs biológicos existen disponibles muchos inhibidores del TNF-α como 
Infliximab (anti-TNFα; Remicade®), Etarnercept (soluble TNF receptor; Enbrel®), 
Adalimumab (anti-TNFα; Humira®), Golimimab (anti-TNFα; Simponi®) o Certolizumab 
pegol (anti-TNFα; Cimzia®). Agentes biológicos alternativos a los agentes bloqueantes de 
TNF-α son Anakinra (un antagonista de IL-1R), la proteína de fusión Abatacept (CTLA-4-
Ig; Orencia®), Rituximab (anti-CD20; Mabthera®) o Tocilizumab (anti-IL-6R; RoActemra®). 
Este tipo de fármacos biológicos son combinados con otros DMARDs como el MTX (Rigby 
et al., 2009; Westhovens et al., 2009; Scott et al., 2010) y continuamente se están a 
generar nuevos, como ixekizumab (anti-IL-17A), brodalumab (anti-IL-17R) y 
especialmente secukinumab (anti-IL-17A), este último en fase III (Kellner, 2013). Sin 
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embargo, estos fármacos biológicos son extremadamente caros, presentan también 
efectos adversos (toxicidad hepática, enfermedad pulmonar intersticial, infecciones, 
malignidades) y sobre todo preocupa la generación de resistencias.   
2.- PROTEOMA Y COMPLEJIDAD DE LOS ESTUDIOS DE PROTEÓMICA 
La Genómica es el conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estudio integral 
del funcionamiento, contenido, evolución y origen de los genomas de los organismos. 
Uno de sus principales cometidos es obtener el catálogo de genes del genoma. Dicho 
catálogo contiene información sobre la ubicación del gen así como elementos 
promotores y reguladores, la delimitación de exones e intrones, su secuencia de bases, 
su función, la proteína codificada en su secuencia, la presencia de polimorfismos y 
mutaciones, etc. Es por tanto una  lista detallada, finita y, podríamos decir, estática 
(Pandey & Mann, 2000). Por este motivo, concluida la secuenciación del genoma 
humano, es necesario disponer de herramientas y/o estrategias que nos permitan 
entender la relación entre la expresión de los genes, sus funciones y el fenotipo (es 
decir, cualquier rasgo observable de un organismo, como la morfología, desarrollo, 
propiedades bioquímicas, fisiología o comportamiento). La disciplina denominada 
Genómica Funcional va en este sentido, al tener como objetivo el análisis de la expresión 
de los genes (RNA) y basarse en el dogma central de la Biología (que establece una 
relación directa entre los contenedores de información o genes, la molécula mediadora 
o RNA y las moléculas efectoras o proteínas) para establecer una conexión entre el 
transcriptoma y el fenotipo. De hecho, en términos generales el número de moléculas 
de RNA y proteínas está directamente relacionado con el número de genes de un 
organismo, aunque desafortunadamente esta relación no es tan directa porque un único 
individuo nunca expresará ni todos ni los mismos RNAs o proteínas característicos de la 
especie a lo largo de su ciclo vital o en relación a otros individuos debido a variaciones 
genéticas (mutaciones, polimorfismos, etc.) o influencias medioambientales. Un buen 
ejemplo lo tenemos en los anticuerpos del plasma sanguíneo de un individuo, cuya 
diversidad no se puede inferir a través del estudio del genoma y es dependiente de los 
antígenos a los que ha sido expuesto el organismo. Por lo tanto, no sólo el genoma sino 
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también el transcriptoma y las influencias externas definen en última instancia el 
proteoma de un organismo, un término acuñado en 1997 por Peter James que podría 
definirse como “el conjunto de proteínas presentes en un organismo, célula, tejido u 
órgano dado en un momento determinado y bajo unas condiciones concretas”. Este 
proteoma es dependiente de factores medioambientales diversos (presencia de una 
enfermedad, consumo de drogas, alimentación, estrés, temperatura, momento del día, 
etc.), lo que le confiere una gran complejidad y dinamismo y dificulta enormemente su 
análisis (Figura 7).  
 
      
  
 
 
 
El análisis del proteoma es abordado por una nueva disciplina –ÓMICA 
denominada Proteómica. La Proteómica supone el estudio a gran escala del proteoma, 
particularmente de la estructura y función. Mientras que para algunos la Proteómica 
constituye una parte de la Genómica Funcional, para otros supone una entidad 
totalmente aparte. Junto con otras –ÓMICAS como la Genómica, la Farmacogenómica, la 
Transcriptómica, la Metabólómica o la Interactómica (entre otras), la Proteómica intenta 
obtener información y compresión global acerca de los mecanismos que subyacen al 
funcionamiento de los sistemas biológicos complejos (formados por muchos 
componentes) y de cómo responden estos sistemas a cambios tanto internos como 
externos. A esta visión holística se la conoce como Biología de Sistemas (Figura 8). 
Genoma
Proteoma de una célula
Transcripción
Traducción
Procesamiento del mRNA
PTMs
Temperatura
NutrientesHormonas/
factores de 
crecimiento
Condiciones 
de cultivo
Edad
Estrés
O2, CO2
Drogas
Metabolitos
Figura 7. Factores que 
afectan al proteoma. El 
proteoma de un organismo 
es un conjunto dinámico de 
proteínas que se ve 
afectado constantemente 
por factores 
medioambientales que 
actúan sobre el 
genoma/transcriptoma o 
bien directamente sobre el 
proteoma (Lovrić, 2011). 
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Por otro lado, mientras que las moléculas de DNA y RNA se construyen mediante 
un ordenamiento variable de sólo cuatro componentes estructuralmente invariables, las 
moléculas de proteínas están constituidas por una serie de “bloques” estructurales 
seleccionados entre un conjunto de 20 posibilidades: los aminoácidos. Dado que la 
longitud promedio de las proteínas es de uno 450 aminoácidos, ello hace que las 
proteínas, ya de partida, presenten una diversidad estructural extraordinaria. Por si 
fuera poco, el uso de promotores alternativos en los genes, el procesamiento alternativo 
del mRNA o los procesos de edición del mensajero (procesos no codificados por el 
genoma) elevan la complejidad de la muestra a analizar en su camino desde el genoma 
(20,000-30,000 genes en humanos) al transcriptoma (100,000-200,000 mRNAs) (Figura 
9). Por si esta complejidad no fuese suficiente, las 100,000-200,000 proteínas generadas 
por la traducción de estos mRNAs sufren procesos de modificaciones postraduccionales 
(PTMs). Estas PTMs (oxidación, deamidación, proteolisis, ubiquitinación, glicosilación, 
acetilación, farnesilación, fosforilación, metilación, sulfonación o la citrulinización) 
tampoco pueden ser inferidas con total seguridad a partir de la secuencia de los genes, y 
pueden resultar de procesos de envejecimiento de la proteína o formar parte de un 
mecanismo regulado importante para la funcionalidad de éstas. De este modo, el 
número de proteínas inicial (100,000-200,000) puede dar origen un montante final de 1-
2 x 106 proteínas, de las cuales las células sólo presentan varios miles a un tiempo y de 
una forma dinámica en respuesta a microambientes cambiantes (Figura  9).   
Genómica
Genómica Funcional
Transcriptómica
Metabolómica Proteómica
Fosfoproteómica, 
glicómica, peptidómica, 
interactómica, etc
Biología de Sistemas
Figura 8. Ómicas y 
Biología de 
Sistemas. (Lovrić, 
2011). 
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Aparte de la complejidad del análisis de muestras en Proteómica, otro reto es la 
localización de estas proteínas y la formación de complejos con otras macromoléculas. 
Ambos son aspectos importantes para el desarrollo de las funciones biológicas de las 
proteínas, y ambos muestran también un gran dinamismo al están sometidas a la 
influencia del estado fisiológico. Un ejemplo lo tenemos en el plasma sanguíneo, en 
donde un 18 % de las proteínas plasmáticas tienen un peso molecular <20 kDa y un 69 % 
<60 kDa. Sin embargo, la mayor parte de las proteínas del plasma son retenidas por el 
riñón y no atraviesan la barrera de filtración glomerular, una cuestión altamente 
dependiente de la formación de macrocomplejos proteicos (>>65 kDa) por >70 % de las 
proteínas en sangre (Anderson & Anderson, 2002). De este modo, al estudio de la 
localización y abundancia de una proteína en una muestra debe de acompañarle el 
análisis de la red de interacciones con otras proteínas, de modo que no se pierda 
información biológica relevante, lo que supone un gran reto analítico. Otra de las 
Figura 9. Modificaciones postraduccionales como mecanismo para incrementar la diversidad 
proteómica.  Mientras que el genoma humano comprende entre 20-25,000 genes,  se estima que el 
proteoma es capaz de abarcar 1-2 millones de proteínas. La información fluye del DNA genómico al 
mRNA mediante la transcripción y el procesamiento de los mensajeros, y sigue su curso desde estos 
últimos a la proteína mediante la traducción. Las modificaciones postraduccionales son el conjunto de 
procesos que modifican las proteínas una vez ha terminado su síntesis, contribuyendo al plegamiento 
adecuado y a la regulación de las funciones biológicas de las proteínas. Dichas modificaciones ayudan 
a incrementar aún más la complejidad del proteoma. Figura tomada de: 
http://www.piercenet.com/method/overview-post-translational-modification. 
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razones de este reto es que mientras en Genómica los ácidos nucleicos como el DNA 
pueden ser amplificados (PCR), muestran un comportamiento uniforme durante la 
purificación y manipulación, presentan complementariedad de bases y son estables a 
diferentes procesos experimentales, las proteínas no presentan ninguna de estas 
ventajas. De este modo, no existe ninguna tecnología capaz de aumentar el número de 
copias de una proteína de baja abundancia con el fin de poder detectarla, ni forma por 
ejemplo de solubilizar completamente todas las proteínas de un determinado tejido. La 
Proteómica aborda, por tanto, cuestiones de mayor complejidad que la Genómica ya 
que el genoma es una colección de genes cuya naturaleza es “estática” mientras que el 
proteoma es una colección compleja y dinámica de proteínas (Pando-Robles & Batista, 
2008).  
La Proteómica es una ciencia relativamente reciente, y para su despegue ha sido 
necesaria la espectrometría de masas (MS). La MS permite no sólo la identificación de 
proteínas, sino también el conocimiento de su estructura primaria, la identificación de 
sus PTMs y la cuantificación de su abundancia (proteómica cuantitativa). Todo esto, 
combinado con el empleo de potentes métodos de fraccionamiento y separación de 
péptidos y proteínas como la electroforesis de poliacrilamida en dos dimensiones (2D-
PAGE; Weiss & Görg, 2009) y la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) ha 
permitido consolidar la Proteómica desde mediados de los años 90 como una 
extraordinaria estrategia  para el estudio masivo de proteínas. En 2001 se fundó la HUPO 
(“Human Proteome Organization”; http://www.hupo.org/), una organización científica 
internacional clave para el asentamiento, la promoción y el desarrollo de la Proteómica. 
Además, la HUPO ha marcado las directrices en cuanto a la estandarización de la 
manipulación de las muestras y análisis de los datos, con el objeto de facilitar la 
reproducibilidad de los mismos y promover la robustez de los estudios, aspectos muy 
importantes hoy en día en Proteómica. 
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2.1.- APLICACIONES DE LA PROTEÓMICA      
Los objetivos de la Proteómica pueden ser resumidos en siete grandes grupos: i) 
Detección/enumeración de las proteínas presentes en una determinada muestra 
biológica y estudio de su localización; ii) Cuantificación de dichas proteínas; iii) Detección 
y cuantificación de PTMs en proteínas; iv) Detección y cuantificación de sus 
interacciones (Interactómica); v) Proteómica Estructural; vi) Proteómica Funcional 
(Lovrić, 2011) 
2.1.1.- Detección/enumeración de las proteínas presentes en una determinada muestra 
biológica: “MINING” 
 Uno de los primeros objetivos en Proteómica suele ser la identificación de todas 
(o al menos la mayoría) las proteínas presentes en una muestra; se trata de una labor de 
catalogación directa del proteoma (“mining”), en vez de inferir su composición a partir 
de los datos de los ensayos de Genómica Funcional (microarrays) (Lovrić, 2011).  
2.1.2.- Cuantificación de las proteínas presentes en una determinada muestra biológica 
En Proteómica Cuantitativa se mide la “abundancia” de las proteínas en una 
muestra, o lo que es lo mismo su “cantidad”. Esta abundancia puede ser expresada de 
manera relativa, comparando la cantidad de una proteína en al menos dos muestras y 
determinando la razón de ocurrencias entre ellas (por ejemplo, en forma de ratio), o 
menos frecuentemente en valores absolutos como el número de copias por célula (por 
ejemplo, 100 copias por célula), moles, masa (por ejemplo, pg, ng o fg) o concentración 
(por ejemplo, fm/μL). Esta abundancia no tiene que ver con la importancia de la 
proteína. Tampoco depende sólo de la expresión de los genes (tasa de transcripción) o la 
eficacia de la traducción de los mensajeros (“codon-usage bias”, etc.), sino también de la 
vida media de estos últimos y de las proteínas, de procesos degradativos o del volumen 
del compartimento acuoso que la contiene (Lovrić, 2011).  
La abundancia de las proteínas puede cambiar en cuestión de segundos (debido a 
una mayor tasa de síntesis o de degradación) y ser muy significativa desde el punto de 
 Introducción 
 
43 
 
vista biológico. Por ese motivo la cuantificación de proteínas es quizás la aplicación de 
uso más extendido. Se trata de una forma especializada de “mining”, ya que el objetivo 
sigue siendo la descripción del mayor número posible de proteínas presentes en una 
muestra a la que se suma el estudio de los cambios cualitativos y cuantitativos del 
proteoma en condiciones biológicas concretas (estado de desarrollo, salud, edad, sexo, 
exposición a fármacos, drogas o agentes físicos, etc.). Este tipo de estudios requieren el 
uso de “análisis diferenciales” en donde se compara dos o más muestras en diferentes 
situaciones metabólicas, fisiológicas y/o patológicas. Ello permite identificar aquellas 
proteínas cuya presencia, ausencia o alteración en sus niveles se correlacione 
precisamente con dichos estados. En Biomedicina esto se suele traducir en identificar 
una serie de proteínas (biomarcadores) que permitan diagnosticar una enfermedad, 
pronosticar la evolución de la misma, servir de dianas potenciales en terapias con drogas 
o evaluar la eficacia del tratamiento que pretende la curación de una determinada 
patología (Lundblad, 2005; Hanash et al., 2008).  
2.1.3.- Detección y cuantificación de modificaciones en las proteínas: “MAPPING OF PROTEIN 
MODIFICATIONS” 
 El objetivo es identificar cómo y dónde las proteínas son modificadas, ya que 
estas modificaciones gobiernan la estructura, función, vida media y localización de las 
proteínas. Estas modificaciones pueden ser naturales o artefactos causados por agentes 
químicos, drogas o una preparación incorrecta de la muestra, como por ejemplo la 
oxidación, la deamidación o los cortes proteolíticos. Estas modificaciones pueden ser 
detectadas mediante el uso de anticuerpos específicos (por ejemplo, residuos 
fosforilados), pero las aproximaciones proteómicas tienen la ventaja de permitir 
caracterizar simultáneamente un número elevado de estas PTMs en muchas proteínas al 
mismo tiempo (Lovrić, 2011).      
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2.1.4.- Detección y cuantificación de interacciones entre proteínas: “PROTEIN-NETWORK 
MAPPING”. Interactómica 
Esta es una de las aplicaciones con mayor potencial cara al futuro. La mayoría de 
las proteínas llevan a cabo sus funciones biológicas mediante la formación de complejos 
con otras proteínas o biomoléculas. Hasta hace relativamente poco este tipo de 
interacciones se estudiaban in vitro con proteínas purificadas o mediante análisis Y2H 
(“yeast two-hybrid”). Sin embargo, las aproximaciones proteómicas permiten un análisis 
más profundo de estos entramados de interacciones, contribuyendo de manera 
importante al establecimiento de mapas de interacciones cada vez más completos y con 
ello a un mejor conocimiento sobre cómo se llevan a cabo diferentes funciones 
biológicas. Además, la Interactómica está cada vez más íntimamente relacionada con la 
siguiente disciplina, la Proteómica Estructural, gracias al uso de la espectrometría de 
masas con proteínas en estado nativo (Heck, 2008).  
2.1.5.- Proteómica estructural  
 En esta disciplina se aplican los principios de la química de proteínas y de la 
espectrometría de masas para caracterizar la estructura tridimensional de las proteínas 
en su conformación activa y a gran escala, así como la detallada descripción de las 
interacciones entre proteínas. Se trata, por ejemplo, de ser capaz de determinar 
(cristalografía de rayos X, resonancia  magnético nuclear/RMN) o predecir (modelado 
comparativo, etc.) la estructura de las proteínas, obteniendo además datos de gran 
relevancia por MS que pueden ser empleados para el estudio de interacciones de 
proteínas con fármacos (Farmacoproteómica), con ligandos, con otras proteínas, etc. 
(Hyung & Ruotolo, 2012; Serpa et al., 2012). 
2.1.6.- Proteómica funcional 
 Se encarga del estudio de la función de las proteínas dentro de los sistemas 
biológicos, infiriendo ésta a través del análisis de los cambios en la abundancia de las 
proteínas y su regulación, e incluyendo además estudios sobre PTMs, interacciones que 
se producen entre las proteínas y otras moléculas, y localización y distribución subcelular 
 Introducción 
 
45 
 
de las proteínas en el contexto de un organismo, fluido u orgánulo sometido a 
condiciones biológicas diferentes, teniendo que ser una de ellas la condición control que 
es la que se va a considerar como referencia. Este tipo de trabajos son de gran valor en 
Biomedicina (Reinders et al., 2004).  
2.2.- PROTEÓMICA DE BIOFLUIDOS 
Son numerosos los tipos de muestra analizados en Biomedicina a través de 
técnicas Proteómicas, abarcando desde organismos enteros a células, orgánulos, 
micropartículas (microvesículas, exosomas, vesículas apoptóticas) y, sobre todo, 
biofluidos. Estos últimos son muy habituales en la práctica clínica, especialmente 
derivados de la sangre como el suero y el plasma, el fluido cerebroespinal (CSF) o el 
fluido sinovial (Figura 10). La elección del tipo de muestra a analizar es importante en la 
búsqueda de biomarcadores moleculares, dada su habitual baja concentración.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tipos de muestras más frecuentes en Proteómica 
aplicada a Biomedicina
Proteómica
Biofluidos
Organismos enteros
Órganos
Tejidos
CélulasOrgánulos
Micropartículas
Biopsias
LCM
Suero
Plasma
Orina
Fluido sinovial
CSF Fluido pleural
Fluido ascítico
Saliva
Fluido pericárdico
Fluido amniótico
Fluido pancreático
Fluido biliar
Leche
Fluido seminal
Humor vítreo
FACS, MACS
Líneas celulares
Tumores
Fluido broncoalveolar
Linfa Lágrimas
Figura 10. Tipos de muestras más frecuentes analizadas en Proteómica aplicada a Biomedicina. El origen 
de la muestra utilizada en un experimento proteómico puede ser muy diverso y las fuentes desde las que 
extraer proteínas muy diferentes. En investigación biomédica destacan especialmente las biopsias (de 
órganos, tejidos o tumores), las células procedentes de cultivos in vitro o purificadas, los fluidos corporales 
y más recientemente las micropartículas (exosomas, microvesículas, vesículas apoptóticas, etc.). 
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El plasma es el líquido resultante de eliminar las células de la sangre. Representa 
aproximadamente el 55 % del volumen inicial, y  está formado fundamentalmente por 
agua (90 %) y proteínas (7 %). El 3 % restante lo constituyen 
lípidos, glucosa, vitaminas, hormonas, O2, CO2, N2 y otras moléculas como ácido úrico, 
sales o urea. El suero, en cambio, es el fluido que resulta de permitir que la sangre se 
coagule y del proceso de centrifugación subsiguiente. Se diferencia del plasma sobre 
todo por la ausencia de fibrinógeno y otras proteínas que desaparecen durante la 
coagulación (Hu et al., 2006; González-Hernández, 2010). Plasma y suero son una fuente 
de posibles biomarcadores proteicos, y se pueden emplear indistintamente en estudios 
proteómicos. No obstante, el suero tiene como ventajas la no existencia de 
interferencias procedentes de los anticoagulantes, un proteoma más simple y una 
concentración proteica menor (al desaparecer el fibrinógeno). En cambio, el plasma es 
más inmediato (menos manipulación de la muestra) y se obtiene en mayores cantidades, 
siendo obligatorio su uso en estudios proteómicos centrados en los componentes de la 
cascada de coagulación. Pero además, el plasma es recomendado por la HUPO dentro de 
su Proyecto del Proteoma del Plasma Humano (“Human Plasma Proteome 
Project/HPPP”), ya que la activación de ciertas proteasas durante la coagulación parece 
afectar también a proteínas no relacionadas con la hemostasis según algunos estudios 
peptidómicos/proteómicos (Rai et al., 2005; Omenn et al., 2005; Hu et al., 2006). 
La disponibilidad de plasma o suero en Clínica inclina la balanza hacia su uso en 
estudios proteómicos aplicados a Biomedicina, si bien a costa de una mayor dificultad a 
la hora de detectar las firmas moleculares de la enfermedad debido al enriquecimiento 
diferencial de los biomarcadores (tejido>fluido intersticial>linfa>sangre). Esta dificultad 
es compensada por la facilidad de obtención del plasma/suero o su conexión con el 
fluido intersticial que baña a todas las células del organismo, lo que convierte a estos 
biofluidos en la versión más extensa y compleja del proteoma humano. A este respecto, 
varios trabajos han descrito un número entre 1,929-3020 proteínas no redundantes en 
el plasma humano (Omenn et al., 2005; Omenn 2007; Farrah et al., 2011), mientras que 
la base de datos del proteoma del plasma de la HUPO 
(http://www.plasmaproteomedatabase.org) señala un número algo mayor: 10,546 
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proteínas; en cualquier caso, una alta probabilidad de encontrar “proteínas candidatas” 
a marcadores biológicos de enfermedades. 
Este elevado número de proteínas en el plasma/suero no sólo genera una gran 
complejidad, sino también una alta variabilidad estructural y elevado rango dinámico 
(Hu & Loo, 2006). De hecho, el plasma, con una concentración total de proteínas de 57-
80 g/L, es la versión del proteoma humano con mayor rango dinámico de 
concentraciones: unos 12 órdenes de magnitud (1012). Así,  a diferencia de un tejido 
(rango dinámico de 107-108; Lescuyer et al., 2004), las concentraciones de las proteínas 
plasmáticas son muy variadas, yendo desde la albúmina (50 % de la proteína del suero; 
g/L) hasta las citoquinas (pg/mL). Ambos factores, complejidad y rango dinámico, 
generan muchas dificultades analíticas, lo que hace que la identificación de 
biomarcadores en plasma/suero mediante técnicas proteómicas avance muy 
lentamente. Otros contratiempos son la concentración extremadamente baja que 
suelen tener los biomarcadores potenciales (al ser proteínas “no específicas” del plasma; 
ver más adelante), su interacción con proteínas muy abundantes o su rápido recambio 
proteico debido a una gran sensibilidad a ser degradados por proteasas (Anderson & 
Anderson, 2002; Riguetti et al., 2005b). 
Los primeros estudios que analizaron la composición de proteínas del suero 
humano describieron cinco grandes fracciones de acuerdo con su comportamiento 
electroforético en acetato de celulosa a pH básico y baja fuerza iónica: la albúmina y las 
globulinas α1, α2, β y γ (Figura 11). Cada una de estas fracciones, especialmente las 
globulinas, estaba constituida por cientos de proteínas, encontrando tanto proteínas 
específicas (es decir, aquellas liberadas hacia el plasma por desarrollar allí sus funciones 
biológicas) como no específicas (es decir, procedentes por ejemplo de la rotura de las 
células y por ello sin función específica en el plasma) (González-Hernández, 2010).  
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Proteínas específicas del plasma y respuesta de fase aguda 
Las funciones de las proteínas específicas del plasma (albúmina, haptoglobina, 
transferrina, etc.) son variadas, incluyendo el mantenimiento de la presión osmótica, el 
transporte de sustancias como lípidos, metales y hormonas, la reserva de nitrógeno, la 
defensa del organismo, la hemostasia o el equilibrio ácido-base. La mayoría de estas 
proteínas específicas tienen un origen hepático, aunque existen excepciones como las 
inmunoglobulinas producidas por los linfocitos B o las apolipoproteínas específicas de 
los enterocitos (González-Hernández, 2010). 
La albúmina (68.5 kDa; gen ALB) es la proteína específica del plasma que se 
encuentra en mayor proporción, siendo la única que apenas está glicosilada. Su 
concentración oscila entre 35-52 g/L y supone aproximadamente un 50 % de las 
proteínas plasmáticas. La albúmina es fundamental para el mantenimiento de la presión 
oncótica, se une a cationes divalentes y trivalentes (Ca2+, Cu2+ y Fe3+) y también presenta 
zonas de unión para sustancias no polares como ácidos grasos de cadena larga, grupo 
hemo, bilirrubina, biliverdina, fármacos, algunas hormonas esteroideas (cortisol, 
aldosterona) y vitaminas (González-Hernández, 2010). La banda perteneciente a la ALB 
Figura 11. Electrofroresis de 
proteínas del suero 
(proteinograma). La figura muestra 
la separación de las proteínas 
séricas mediante electroforesis en 
tiras de acetato de celulosa a pH 
alcalino, y la generación de 5 
bandas: una mayoritaria, la 
albúmina, y cuatro 
correspondientes a las globulinas 
(α1, α2, β y γ). 
http://www.genomasur.com/BCH/BCH
_libro/capitulo_06.htm 
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está asociada a otra pequeña de mayor movilidad electroforética denominada por ello 
prealbúmina (transtirretina; gen TTR). Esta TTR es una proteína no glicosilada de vida 
media corta (2.5 días) y 55 kDa, encargada de transportar las hormonas tiroideas T3 y T4 
y unirse a la proteína fijadora de retinol (gen RBP4; “retinol binding protein 4”) 
(González-Hernández, 2010).   
Dentro de las globulinas α1 tenemos la α1-antitripsina (gen SERPINA1; 90 % de la 
banda α1), una glicoproteína de 55 kDa con numerosas variantes genéticas sintetizada 
en hígado y macrófagos alveolares. La SERPINA1 es una proteína inhibidora de serín-
proteasas como la calicreína, plasmina, trombina, colagenasa y elastasa (Crowther et al., 
2004; Fregonese & Stolk, 2008; Köhnlein & Welte, 2008).  Otra globulina α1 es la α1-
glucoproteína ácida (orosomucoide; genes ORM1 y ORM2), una proteína de 40 kDa con 
una gran riqueza en hidratos de carbono y con un punto isoeléctrico extremadamente 
ácido transportadora de fármacos y sustancias lipófilas e inhibidora de la agregación 
plaquetaria y de algunas células del Sistema Inmune (González-Hernández, 2010). La 
proteína transportadora de retinol (gen RBP4) es una proteína no glicosilada de 21 kDa 
de vida media muy corta (12h) que se encuentra acomplejada con la TTR y que 
transporta vitamina A (González-Hernández, 2010). 
Englobadas dentro de las globulinas α2 tenemos la haptoglobina (gen HP), una 
glicoproteína de 85-160 kDa producida en el hígado formada por cadenas α 
(polimórficas) y β (invariante) unidas por puentes disulfuro. Su función en sangre es  unir 
dímeros αβ de hemoglobina libre (procedentes de los eritrocitos) y favorecer su captura 
por los macrófagos (un proceso mediado por el receptor CD163), de modo que el hierro 
no se pierda en la filtración glomerular y el grupo hemo pueda convertirse en 
biliverdina/bilirrubina, reduciendo así sus efectos tóxicos (Van Vlierbergue et al., 2004; 
Carter & Worwood, 2007; Quaye, 2008; Polticelli et al., 2008; Nielsen & Moestrup, 
2009). Otra α2-globulina importante es la α2-macroglobulina (gen A2M), una 
glicoproteína dimérica de 820 kDa mayoritaria en la banda α2 del proteinograma. Su 
vida media es pequeña (5.5 días), pero se reduce notablemente (10 min.) en presencia 
de ciertas proteasas a las que inhibe (plasmina, trombina, elastasa, calicreína, etc.) al ser 
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retirada por el sistema retículoendotelial (Rehman et al., 2012). Finalmente, dentro de 
las globulinas α2 tenemos la ceruloplasmina (gen CP), una proteína de 132 kDa 
sintetizada en hígado, macrófagos y linfocitos encargada de la mayor parte del 
transporte del cobre en sangre. Esta proteína impide también la peroxidación de lípidos 
y la formación de radicales, de modo que protege los tejidos durante la inflamación. 
Otra de sus funciones es la oxidación del hierro ferroso (Fe2+) a férrico (Fe3+), de modo 
que pueda ser transportado por la transferrina (González-Hernández, 2010).  
La transferrina (una β-globulina, gen TF) es una glicoproteína de 79 kDa con 
numerosas variantes con base genética. Su vida media es de 8-10 días y, aparte de Fe3+, 
también transporta algo de cobre en sangre (González-Hernández, 2010). Otra  β-
globulina es la hemopexina (gen HPX), que se encarga de captar el grupo hemo libre (con 
efectos oxidativos al intercalarse en las membranas y producir radicales libres). El 
complejo HPX-hemo es captado por el sistema retículoendotelial (ejemplo, células de 
Kupffer en hígado) y el grupo hemo transformado en biliverdina/bilirrubina (Delangue & 
Langlois, 2001; Piccard et al., 2007; González-Hernández, 2010).  
Las inmunoglobulinas (Igs) o γ-globulinas median la respuesta inmune humoral y 
actúan tanto asociadas a la membrana de las células B (BCR o “B-Cell Receptor”) como 
en forma soluble (anticuerpos). Están formadas por cadenas ligeras (κ o λ) y pesadas, 
unidas por puentes disulfuro y producidas independientemente, y poseen regiones 
variables (importantes para el reconocimiento del antígeno) y constantes, que en el caso 
de las cadenas pesadas permiten diferenciarlas en cinco clases: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE. 
La IgM (cadena pesada μ; 5-10 %) es una inmunoglobulina pentamérica (900 kDa; 
monómeros unidos por una cadena J) producida durante la respuesta inmunitaria 
temprana o primaria y con propiedades aglutinantes y citolíticas. La IgG (160 kDa; 
cadena pesada γ) es la que se produce en mayor cantidad (70 % de las Ig circulantes), y 
es generada durante la respuesta inmunitaria secundaria. Existen cuatro subclases de 
IgG, como la IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, y a diferencia de la IgM son capaces de pasar a 
espacio extravascular o atravesar la placenta (inmunidad pasiva en el feto y al neonato).  
Sus funciones son variadas, como la activación del complemento (IgG3) o la fagocitosis. 
 Introducción 
 
51 
 
Por otro lado, la IgA (10-15 %; cadena pesada α) presenta dos subclases, denominadas 
IgA1 e IgA2. La primera de ellas tiende a ser monomérica y encontrarse sobre todo en 
sangre. En cambio, IgA2 tiende a estar presente en secreciones mucosas (leche, saliva, 
lágrimas, sudor, secreciones gastrointestinales o bronquiales, etc.) en forma dimérica 
(sIgA) y unida al denominado componente secretor. Su función principal es opsonizar y 
evitando el contacto de los patógenos invasores (virus, bacterias, etc.) con las zonas 
mucosas. IgD (cadena pesada δ; 184 kDa) se encuentra junto con IgM en la superficie de 
los linfocitos B maduros, participando en la activación celular. También aparece en el 
suero en pequeñas cantidades (1 %), si bien su función en más desconocida en este 
último caso. Finalmente, IgE (cadena pesada ε; 0.05 %) es una inmunoglobulina 
monomérica de 188 kDa importante en la inmunidad frente a gusanos parásitos como 
Schistosoma mansoni, Trichinella spiralis y Fasciola hepatica, protozoos parásitos como 
Plasmodium falciparum, reacciones de hipersensibilidad de tipo I y alergias. Se une a 
receptores FcR de mastocitos y basófilos, produciendo la liberación de histamina (amina 
vasoactiva) en los primeros o citoquinas TH2 (IL-4, IL-13) en los segundos (Schroeder et 
al., 2010; González-Hernández, 2010).  
La concentración de todas estas proteínas específicas del plasma depende del 
volumen del líquido que las contiene (ejemplo, deshidratación y sobrehidratación, 
cambios posturales, etc.), de la tasa de degradación (proteasas extracelulares, hígado) y 
de su tasa de síntesis (especialmente en hígado) (González-Hernández, 2010). Si 
hablamos de la última, podemos decir que existen dos tipos de proteínas específicas: i) 
Constitutivas, liberadas de forma constante en el plasma y con concentración estable; e 
ii) inducibles, sintetizadas y liberadas sólo en fases concretas. Un ejemplo de las últimas 
lo tenemos en las proteínas (o reactantes) de fase aguda (“acute phase proteins”, APPs), 
una serie de proteínas cuya concentración se altera durante la inflamación como 
consecuencia de la acción de IL-6, IL-1 y TNFα sobre hepatocitos. Estas APPs tienen 
funciones hemostáticas, de control de la actividad de proteasas (α1-antitripsina α1-
antiquimotripsina, α2-macroglobulina), vasculares, endocrinas, de control del estado 
redox o defensivas por ejemplo (Koj, 1996; Suffredini et al., 1999; González-Hernández, 
2010).  
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Un pequeño número de APPs reduce su concentración en plasma durante una 
inflamación, como por ejemplo la ALB, TTR, TF o la RBP4, y son denominadas por ello 
APPs negativas (APPs-). En contraposición, la gran mayoría incrementa su presencia en 
plasma, y se denominan por ello APPs positivas (APPs+): proteína C reactiva (gen CRP), la 
SERPINA1 y la SERPINA3 (α1-antiquimotripsina), ORM1, ORM2, HP, fibrinógeno, A2M, 
CP, inmunoglobulinas y diversos factores del complemento (Koj, 1996; Suffredini et al., 
1999; González-Hernández, 2010). Dado que durante una reacción inflamatoria se 
produce una reducción de la albúmina (con carga negativa) y un aumento de las 
globulinas α1, α2 y γ (especialmente fibrinógeno e inmunoglobulinas, con mayor 
número de cargas positivas), el resultado es una alteración de las propiedades físico-
químicas del plasma y una mayor velocidad de sedimentación eritrocitaria (ESR) de los 
hematíes (carga eléctrica superficial negativa) (Crowson et al., 2009; González-
Hernández, 2010). Por otro lado, las modificaciones en los niveles de las APPs no son 
todas iguales en intensidad ni simultáneas, sino que siguen diferentes cinéticas. Así, 
existen ciertas APPs+ con cinéticas muy rápidas (<24h), como CRP, SERPINA3, ORM1 u 
ORM2; otras, en cambio, presentan cinéticas algo más lentas (24-48h), como SERPINA1, 
HP, C4, fibrinógeno o A2M. Finalmente, algunas APPs+ como CP o C3 presentan cinéticas 
aún más pausadas (>48h) (Koj, 1996; Suffredini et al., 1999; González-Hernández, 2010).  
Un ejemplo típico de APP+ es la pentraxina corta CRP (Garlanda et al., 2005; 
Bottazzi et al., 2010; Deban et al., 2011), una proteína no glicosilada de 115-118 kDa 
sintetizada en el hígado. Su concentración en plasma es ≤3 mg/L, pero varía 
enormemente (100-1000 veces) y en poco tiempo durante los procesos inflamatorios, 
infecciosos o con daño tisular debido a una transcripción acelerada en hígado inducida 
sobre todo por IL-6 (Bottazzi et al., 2010; Deban et al., 2011). CRP es una proteína de 
estructura pentamérica que se une a la fosforil colina (PC) del polisacárido C de las 
paredes celulares de Streptococcus pneumoniae. CRP se une también a muchas 
bacterias, hongos, levaduras y parásitos (Plasmodium, Leishmania) vía PC, 
fosfatidilcolina o estructuras carbohidratadas. También reconoce proteínas 
intracelulares (histonas), polianiones como los ácidos nucleicos, lipoproteínas de baja 
densidad (LDLs) modificadas, células apoptóticas, etc. (Bottazzi et al., 2010; Deban et al., 
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2011). La CRP favorece así la opsonización, la fagocitosis, la activación de la vía clásica 
del complemento o la destrucción de los patógenos. Sin embargo, como ocurre con 
otras APPs, la CRP no es un biomarcador específico, ya que puede elevarse en infarto 
agudo de miocardio, estrés, traumatismo, infección, cirugía o neoplasia. Así, su uso es 
más adecuado en seguimiento de una enfermedad (ejemplo, para evaluar el rechazo de 
un transplante o complicaciones en el embarazo) que en diagnóstico (González-
Hernández, 2010; Bottazzi et al., 2010; Deban et al., 2011).  
Proteínas no específicas del plasma y proteoma de media-baja abundancia 
Las 22 proteínas más abundantes del plasma son proteínas específicas que dan 
cuenta del 90-99 % de la cantidad de proteína de este fluido biológico (Figura 12). El 1-
10 % restante (el proteoma profundo o “deep proteome”; Righetti et al., 2005c) 
contiene proteínas de media y baja abundancia (en el rango de los μg/mL, ng/mL o 
pg/mL) que pueden corresponderse tanto con proteínas secretadas hacia el medio 
extracelular (ejemplo, citoquinas y hormonas) como con proteínas no específicas. Estas 
últimas aparecen en el plasma como consecuencia del proceso de recambio celular y el 
gran gradiente de concentración existente entre el interior y exterior de la célula.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Abundancia de 
proteínas en plasma. La mayor 
parte de las proteínas específicas 
del plasma tienen una elevada 
concentración y dan cuenta del 
99% de la abundancia de 
proteínas en este fluido 
biológico. El 1% restante está 
formado por proteínas de media 
y baja abundancia, en donde 
están representadas proteínas no 
específicas del plasma (origen 
tisular) o proteínas específicas 
del plasma, como las citoquinas, 
hormonas, quimioquinas o 
factores de crecimiento. 
http://www.genomasur.com/BCH/BC
H_libro/capitulo_06.htm 
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La abundancia de las proteínas tisulares en plasma suele ser constante y muy 
baja, pero puede alterarse de forma brusca si la permeabilidad de las membranas se 
altera. Un ejemplo lo tenemos en el daño celular producido por cambios en la 
producción de energía que afectan a la membrana o provocan necrosis debido a hipoxia 
por estrechamiento (placas ateromatosas), bloqueo (trombosis) de venas y arterias, 
fallos en la perfusión tisular, anemia, fallo cardiorespiratorio, etc. Otros ejemplos son el 
daño inducido por agentes físicos (traumas, calor, frío, radiaciones, electricidad), 
químicos (contaminantes, fármacos) o biológicos (bacterias, virus, protozoos, hongos, 
helmintos, etc.), diversos mecanismos inmunitarios (anafilaxis, citotoxicidad, complejos 
autoinmunes, etc.), defectos genéticos o el estado nutricional (González-Hernández, 
2010).  
Las proteínas tisulares del plasma pueden ser constitutivas o inducibles, y pueden 
proceder de glándulas exocrinas (páncreas, próstata), células óseas o de la mucosa 
gástrica, de modo que sus valores se elevan cuando se bloquea el modo de excreción 
normal o se produce una mayor cantidad de enzima, o éstos descienden si se produce 
un daño o necrosis en el tejido que las produce. También pueden ser proteínas 
citosólicas (ejemplo, enzimas del metabolismo intermediario) o de otros 
compartimentos (membrana, nucleoplasma, mitocondrias, lisosomas, fracción 
microsomal), cuya concentración se eleva en el plasma debido a un daño en la 
membrana, necrosis, mayor recambio celular, procesos de inducción o menor tasa de 
eliminación (Figura 13) (González-Hernández, 2010).  
El compartimento de procedencia influye notablemente en las formas 
moleculares de estas proteínas tisulares del plasma así como en la velocidad de llegada 
al compartimento extracelular, lo que nos puede indicar el origen tisular o la gravedad 
del daño. Esta velocidad de llegada afecta a la abundancia en plasma de las proteínas 
tisulares, pero otros muchos factores como la irrigación del tejido, el peso molecular de 
la proteína, su vida media (pH, temperatura, concentración salina, etc.) o su tasa de 
eliminación también son importantes.  
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En síntesis, la identificación de estas proteínas no específicas alteradas nos 
brinda información sobre el tejido de origen (aunque con una especificidad no total), la 
intensidad del daño o el tipo de patología. Por ello, la caracterización de los cambios en 
del proteoma profundo del plasma/suero suministra una información muy valiosa a la 
hora de identificar biomarcadores específicos de enfermedades humanas (Anderson & 
Anderson, 2002; Righetti et al., 2005c; González-Hernández, 2010). 
 
Secreción Degradación
Necrosis Inducción
Proliferación celular
(e.j, cáncer)
Obstrucción
Secreción Degradación
Figura 13. Posibles orígenes de los cambios de abundancia de proteínas no específicas 
(tisulares) del plasma. La abundancia de una proteína tisular presente en el plasma depende 
del recambio celular existente y de la secreción (pasiva) por parte de las células y de los 
procesos de eliminación de estas proteínas del plasma (proteolisis, filtración glomerular, 
etc.). Esta concentración estacionaria puede fluctuar (normalmente al alza) debido a varias 
razones: i) inducción de la síntesis de la proteína dentro de las células; ii) necrosis celular que 
incrementa la permeabilidad de la membrana y provoca la liberación de numerosas 
proteínas al medio; iii) un incremento del recambio hístico, como ocurre en la proliferación 
celular; iv) una obstrucción de la secreción celular; y por último, v) una menor degradación o 
eliminación del plasma (por ejemplo, un fallo renal) (Adaptado de González-Hernández, 2010). 
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2.3.- TECNOLOGÍAS EMPLEADAS EN PROTEÓMICA 
2.3.1.- Preparación de muestras de plasma y suero  
Antes de acometer el análisis de las muestras de suero o plasma, una serie de 
variables preanalíticas deben de ser tenidas en cuenta de modo que no influyan sobre 
los resultados de un estudio proteómico. Factores preanalíticos técnicos, como el tipo de 
muestra (plasma o suero), la forma de recoger las muestras (tipo de aguja, postura del 
donante,  tiempo de torniquete, etc.), el tipo de tubo (vidrio o plástico, con geles 
separadores o no, con anticoagulantes/procoagulantes o inhibidores de proteasas, etc.), 
velocidad y tiempo de centrifugación, temperatura de procesado y almacenamiento, 
tiempo de procesado, forma de transporte, alicuoteado, congelación (N2), ciclos de 
congelación-descongelación, etc., son aspectos importantes a tener en cuenta. También 
lo son los factores preanalíticos biológicos tanto intrínsecos (edad, sexo, raza, genética, 
embarazo, etc.) como extrínsecos (dieta, alcohol, tabaco, cafeína, estrés, ejercicio, etc.), 
como lo demuestra el estudio publicado en 2004 por Rai et al. o más recientemente la 
revisión realizada por Ferguson et al., 2007.  
Además de estos factores preanalíticos técnicos y biológicos, una buena 
preparación de muestras de suero/plasma en Proteómica implica mantener todas las 
proteínas en solución empleando un tampón adecuado que contenga bien altas 
concentraciones de agentes caotrópicos (urea/tiourea) y detergentes como CHAPS (en 
electroforesis bidimensional/2-DE) o sustancias como el acetonitrilo (ACN) (en 
cromatografía líquida bidimensional /2D-LC). También hay que eliminar aquellos 
componentes (otras proteínas, sales, DNA, RNA, etc.) que puedan interferir con los 
análisis posteriores mediante procesos de precipitación, diálisis, filtración, sonicación, 
uso de DNAsa o RNAsa, etc. Es importante, además, preservar la integridad de las 
proteínas frente a procesos como la proteolisis mediante tampones con una alta 
concentración de urea/tiourea y CHAPS (o una baja concentración de urea pero en 
presencia de SDS), el uso de inhibidores de proteasas (exceptuando algunos como PMSF 
o AEBSF que generan modificaciones covalentes) o la oxidación de aminoácidos como 
Met, Cys, Lys, His, Trp o Pro (tratamiento con DTT/iodoacetamida). Finalmente, es 
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esencial proteger la integridad de las PTMS (fosforilaciones, ubiquitinaciones, 
glicosilaciones, etc.) mediante el uso de tampones con una alta concentración de 
urea/tiourea y CHAPS, inhibidores de fosfatasas, etc. (Luque-García et al., 2007).     
Como acabamos de comentar, frecuentemente es necesario eliminar algunas 
proteínas con el fin de que no interfieran con los análisis posteriores (por ejemplo, en 
MS al causar la supresión de señales). Este es un problema en Proteómica derivado de la 
existencia en suero/plasma de una gran cantidad de proteínas diferentes a identificar y 
un rango dinámico de abundancias muy amplio (1012). Aunque la instrumentación en 
Proteómica ha mejorado significativamente, este segundo punto supone un gran reto 
tecnológico que actualmente sólo puede ser abordado con gran eficacia por tecnologías 
“dirigidas” como los inmunoensayos (ELISA, RIA, etc.), ya que los análisis proteómicos 
convencionales (2-DE o LC/MS/MS) tienen rangos dinámicos de tan sólo 102-104, lo que 
dificulta la detección de proteínas de muy baja concentración.  
Podemos extender algo dicho rango de detección (por un factor de 101-102) 
mediante metodologías de fraccionamiento (separación máxima) y prefraccionamiento 
(enriquecimiento), resumidas en la Figura 14 (Anderson & Anderson, 2002). Los 
protocolos de fraccionamiento diferencial mediante centrifugación (bloque 1, Figura 14) 
y extracción secuencial utilizando diferentes detergentes (bloque 2, Figura 14) son 
aplicados normalmente a muestras celulares, mientras que en el caso de los fluidos 
biológicos como el suero y el plasma los métodos de 
fraccionamiento/prefraccionamiento más utilizados son los de tipo electroforético y 
cromatográfico (bloques 3 y 4, Figura 14). 
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2.3.2.- Electroforesis: 1-DE, electroforesis preparativa, FFE, electroforesis capilar, electroforesis 
en chips y IEF en fase líquida 
La electroforesis puede ser empleada como metodología preparativa en procesos 
de fraccionamiento, aunque no son las más populares en Proteómica. Un ejemplo de 
ello lo tenemos en la electroforesis convencional o monodimensional (1-DE), llevada a 
cabo en geles verticales de poliacrilamida (PAGE) en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE; Laemmli, 1970) o nativas. Cuando las separaciones se han completado, los geles 
se tiñen y las bandas así visualizadas se escinden para ser analizadas por LC-MS/MS 
(Tang et al., 2005). Una técnica alternativa a este tipo de electroforesis convencional es 
la capilar (“capillary electrophoresis”; CE), realizada  en tubos capilares (diámetro interno 
<0.1 mm, longitud de 50 cm a 1 m) sometidos a un campo eléctrico de 300-500 V/cm y 
que permite, entre otras ventajas, la separación rápida y con alta resolución de las 
proteínas <20 kDa (Desiderio et al., 2010; Zürbig & Jahn, 2012). Una variante de la CE 
utilizada más bien con propósitos exclusivamente analíticos (pero no preparativos) 
debido a los bajos volúmenes de muestra empleados sería la tecnología "Lab-on-a-chip", 
basada en el uso de chips que contienen microcanales que permiten separar las 
proteínas dentro de un campo eléctrico. La CE convencional también adolece de los 
Centrifugación
Cromatografía
Afinidad
Intercambio
Exclusión
Fase reversa
Electroforesis
Extracción 
secuencial
Métodos
1DE
Electroforesis preparativa
FFE
Electroforesis capilar
Electroforesis en chips
IEF en fase líquida
Basados en solubilidad
Fraccionamiento celular y subcelular
Orgánulos (e.j., mitocondrias)
Compartimentos (membrana)
Figura 14. Estrategias de fraccionamiento y prefraccionamiento de muestras en Proteómica 
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volúmenes reducidos de muestra que pueden ser cargados en los capilares, lo que limita 
la sensibilidad de detección,  pero la mejora de los métodos de espectrometría de masas 
ha permitido su aplicación en Proteómica Clínica (Desiderio et al., 2010; Zürbig & Jahn, 
2012). Otra técnica de fraccionamiento importante es el isoelectroenfoque 
(“isoelectrofocusing” o IEF), técnica basada en la separación de las proteínas en función 
de su punto isoeléctrico (pI). La combinación de IEF (primera dimensión) con SDS-PAGE 
(segunda dimensión) da lugar a la electroforesis bidimensional o 2-DE (O´Farrell, 1975), 
una técnica que se puede aplicar con fines analíticos (ver apartado 5 de Material y 
Métodos) o preparativos (fraccionamiento).  
Otros tipos de electroforesis son realizadas en ausencia de fases estacionarias y 
empleadas con fines preparativos debido a su elevada capacidad de carga. Un ejemplo lo 
tenemos en la electroforesis (FFE; “Free-Flow Electrophoresis”) y el isoelectroenfoque 
(FF-IEF; “Free-Flow Isoelectrofocusing”) de flujo libre. Se trata técnicas de separación en 
forma continua de proteínas en función de sus movilidades electroforéticas o pI (Righetti 
et al., 2003, 2005a). En FFE la solución de electrolito fluye de forma ortogonal a un 
campo eléctrico y las proteínas de las muestras (en modo nativo o desnaturalizas) son 
añadidas de manera continua, siguiendo trayectorias diagonales en función de su 
movilidad electroforética y siendo recogidas en forma de 96 fracciones (Righetti et al., 
2003, 2005a; Islinger et al., 2010). La separación, por tanto, se lleva a cabo en forma de 
base líquida, sin ninguna interacción con matrices sólidas como geles, lo que asegura 
una alta tasa de recuperación al no perderse los analitos. La electroforesis de flujo libre 
parece tener menores coeficientes de difusión de las proteínas trabajando en modo FF-
IEF, por lo que esta última se aplica más frecuentemente en Proteómica (Righetti et al., 
2003, 2005a; Islinger et al., 2010). Finalmente, una variante de la IEF preparativa en fase 
líquida son los instrumentos comerciales como los RotoforTM (que puede fraccionar 
hasta 1 g de proteína), mini-RotoforTM o el microRotoforTM de BioRad, o el ZOOM-IEF 
FractionatorTM de Life Technologies. Dichos instrumentos generan hasta 20 fracciones de 
proteínas concentradas en función de su pI, las cuales pueden ser analizadas 
posteriormente por otras metodologías como 1-DE, 2-DE o 2D-LC-MS/MS (Righetti et al., 
2003, 2005a; Islinger et al., 2010). 
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2.3.3 Fraccionamiento de proteínas mediante cromatografía líquida: afinidad, intercambio, 
exclusión, fase reversa 
Las técnicas de cromatografía líquida (LC) son muy empleadas en Proteómica 
para fraccionar mezclas complejas de proteínas (o péptidos; ver más adelante). Pueden 
ser empleadas de manera única (LC monodimensional) o combinada (LC bidimensional o 
2D-LC). Se basan en el equilibrio que se da en las proteínas a la hora de distribuirse entre 
la fase estacionaria (pequeñas esferas sólidas empaquetadas en columnas) y la fase 
móvil (un líquido, que es el que le da nombre a la LC). Esta fase móvil puede ser 
cambiada durante el proceso cromatográfico, alterando el equilibrio y por ello el reparto 
de los proteínas entre la fase móvil y la estacionaria (Lescuyer et al., 2004). Destaca el 
uso en Proteómica de instrumentos de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, 
“High Performance Liquid Chromatography”), tanto sistemas estándar (flujos de varios 
mL por min; diámetros de columna de 4.6 mm) como nano-HPLC (150-300 nL/min; 
diámetros de columna de 50 μm), las últimas empleadas con péptidos. Además, en 
Proteómica se usan técnicas cromatográficas diversas aplicadas tanto al fraccionamiento 
de proteínas como de péptidos, como la cromatografía de exclusión molecular (SEC, 
“Size Exclusion Chromatography”), de intercambio catiónico (SCX, “Strong Cation 
Exchange”) o aniónico (SAX, “Strong Anion Exchange”), de afinidad o la cromatografía de 
interacción hidrofóbica (HIC; “Hydrophobic interaction chromatography”), 
especialmente columnas de fase reversa (RP-HPLC). Esta estrategia genera una gran 
cantidad de fracciones o subproteomas (Lescuyer et al., 2004; Righetti et al., 2005a). 
Prefraccionamiento mediante cromatografía de afinidad: eliminación de proteínas de 
alta abundancia 
Se han desarrollado diferentes estrategias para eliminar proteínas de elevada 
abundancia del suero/plasma que interfieren con la detección de especies proteicas 
menos representadas. Algunas están basadas en técnicas de precipitación diferencial de 
proteínas (por ejemplo, la albúmina; Chen et al., 2005), mientras que otras pertenecen 
al ámbito de la cromatografía, como la LC de exclusión (Tirumalai et al., 2003; 
Terracciano et al., 2006) o la de afinidad (“immunodepletion” o “immunoaffinity 
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substraction”) (Liu et al., 2006; Whiteaker et al., 2007). Actualmente, esta última es la 
más utilizada. La LC de afinidad se basa en el uso de interacciones biológicas reversibles 
y altamente específicas entre moléculas (enzima-sustrato, ligando-receptor, antígeno-
anticuerpo, etc.). Permite purificar (o en este caso eliminar) una proteína (o un conjunto 
de ellas, dependiendo del grado de selectividad) partiendo de una mezcla compleja. Las 
aproximaciones más comunes se corresponden con el uso de fases sólidas (resinas) que 
poseen pigmentos (Cibacron blue) para la eliminación de albúmina, o proteínas A o G 
para remover inmunoglobulinas como la IgG, pero sobre todo resinas de inmunoafinidad 
comerciales (con anticuerpos de mamíferos unidos covalentemente a la fase sólida) que 
eliminar específicamente de 1-20 proteínas del plasma/suero, como por ejemplo las 
columnas  ProteoPrep® 20 Plasma Immunodepletion (Sigma®) o la Human 14 multiple 
Affinity Removal System (MARS; Agilent). Sin embargo, el uso de estas columnas 
comerciales tampoco está exento de dificultades debido a la reactividad cruzada (lo que 
puede solucionarse mediante el empleo de anticuerpos policlonales IgY de yema de 
huevo de gallina; ProteomeLabTM IgY-12, Beckman Coulter), los volúmenes de muestra 
limitados (20-50 μL por lo general, y con ello la imposibilidad de acceder al proteoma de 
media-baja abundancia), la dilución de la muestra o el problema de la co-precipitación 
de proteínas (Boschetti et al., 2012).     
Reducción del rango dinámico mediante enriquecimiento direccionado de 
componentes minoritarios por cromatografía de afinidad: concanavalina A, M-LAC, 
IMAC, heparina y librerías de hexapéptidos aleatorios  
Algunas resinas de afinidad tienen un amplio espectro de especificidades, lo que 
se ha aprovechado para el enriquecimiento en determinadas familias de proteínas y 
reducir así el rango dinámico. Un ejemplo lo tenemos en la cromatografía basada en 
lectinas como la ConA (concanavalina A), WGA (“wheat germ agglutinin”) o la PNA 
(“peanut agglutinin”) o combinaciones de ellas (M-LAC; “multi-lectin affinity 
chromatography”), que permite capturar distintas subfamilias de glicoproteínas séricas 
pero no aquellas proteínas no glicosiladas, como la albúmina (Righetti et al., 2005a). 
Otro ejemplo es la cromatografía de afinidad basada en heparina (“heparin-affinity 
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chromatography”), un polisacárido que se une a factores de coagulación, lipoproteínas, 
lipasas, hormonas, etc. (Lei et al., 2008), o la tecnología IMAC (“immobilized metal 
chelate chromatography”), utilizada bien para la eliminación de inmunoglobulinas del 
plasma/suero o la purificación de proteínas glicosiladas o fosfoproteínas (Wang et al., 
2013). 
Otra manera de reducir el rango dinámico es el enriquecimiento en proteínas de 
baja abundancia en plasma/suero (y la reducción simultanea de las muy abundantes) 
mediante el uso de bibliotecas de ligandos peptídicos aleatorios (“combinatorial peptide 
ligand libraries”, CPLLs), desarrolladas en 2005 por el grupo de Egisto Boschetti  
(Thulasiraman et al., 2005; Righetti et al., 2006; Keidel et al., 2010; Righetti et al., 2011), 
como por ejemplo las comercializadas bajo el nombre de ProteoMinerTM o EqualizerTM 
Estas bibliotecas se basan en el uso de amplias librerías de hexapéptidos fijados a fases 
sólidas (Boschetti & Righetti, 2008). En teoría, cada una de las esferas que conforman la 
matriz está recubierta por un conjunto de hexapéptidos que posee una secuencia 
aminoacídica concreta. Miles de estas esferas en la matriz significan miles de posibles 
sitios de unión específicos para una proteína. De este modo, las proteínas más 
abundantes del suero/plasma saturan rápidamente sus ligandos en cada “bead”, siendo 
eliminadas mediante lavados aquellas no retenidas; por el contrario, las proteínas poco 
abundantes podrán unirse todas a sus ligandos específicos, lo que aumenta su 
representación en la muestra y acorta sustancialmente el rango dinámico inicial de las 
proteínas del suero/plasma (Figura 15). Esta metodología tiene como gran ventaja el uso 
de grandes volúmenes de muestra de suero/plasma (1 mL), así como un proceso de 
unión de la matriz a la muestra y de elución de las proteínas retenidas que se puede 
realizar en diferentes condiciones (salinidad, pH, detergentes, etc.) para obtener 
diferentes proteomas (Bellei et al., 2011; Di Girolamo et  al., 2011; Righetti et al., 2012). 
No obstante, no está exenta de controversia, tanto desde el punto de vista de la 
especificidad de los hexapéptidos (Keidel et al., 2009), de si se logra acceder realmente 
al proteoma de baja abundancia (Di Girolamo et al., 2011) o de si esta tecnología 
permite realizar medidas cuantitativas. 
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2.4.- ESTRATEGIAS EMPLEADAS EN PROTEÓMICA 
La investigación proteómica es el resultado de la aplicación estratégica de un 
conjunto de técnicas (Pando-Robles & Batista, 2008). Estas estrategias suelen tener una 
primera fase de separación (péptidos o proteínas), una segunda fase de visualización 
(péptidos o proteínas), una tercera fase de análisis por espectrometría de masas (MS) y 
una cuarta fase de análisis de los datos obtenidos. Podemos hablar de dos grandes tipos 
de aproximaciones, en las cuales se aplica una mezcla de distintas tecnologías (Figuras 
16A y B). En las denominadas “bottom-up” (Figura 16A; 90 % de todos los análisis 
proteómicos) las proteínas son digeridas en péptidos antes del análisis por 
espectrometría de masas (MS). Esta digestión puede hacerse después de la separación 
de las proteínas en un gel de electroforesis bidimensional (2-DE; estrategia basada en 
Figura 15. Funcionamiento de las bibliotecas de ligandos peptídicos aleatorios (“combinatorial peptide 
ligand libraries”, CPLLs). Esta tecnología se basa en el uso de bibliotecas de hexapéptidos aleatorios 
diversas unidas a soportes cromatográfico. Dichos soportes están formados por esferas, recubiertas cada 
una de ellas con un único péptido de 6 aminoácidos. Dichos péptidos son capaces de reconocer, al menos 
en teoría, una única proteína, de modo que al haber miles de “beads” en la matriz habrá miles de 
especificidades diferentes. Cuando la proteína que reconoce la ”bead” tiene una elevada abundancia, 
como la albúmina o la transferrina, su capacidad de retención es sobrepasada, de modo que muchas de 
estas proteínas no son capturadas y desaparecen durante los lavados posteriores. En cambio, las proteínas 
de baja-media abundancia se unen completamente a sus hexapéptidos correspondientes, de modo que su 
concentración relativa aumenta. Se logra de este modo reducir el rango dinámico de abundancias de 
proteínas en muestras como el suero o el plasma, incrementando el número de proteínas de baja-media 
abundancia detectadas). Figura adaptada de http://www.bio-rad.com/en-us/product/proteominer-protein-
enrichment-kits. 
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geles; Figura 16C), o bien antes de la separación por cromatografía líquida (LC; estrategia 
“gel-free”; Figura 16C). En ambos casos se trata de generar péptidos para poder 
identificar posteriormente las proteínas de las cuales procedían. En cambio, en las 
aproximaciones menos frecuentes, de tipo “top-down” (Figura 16B), las proteínas 
completas son analizadas por MS para generar datos que permitan identificarlas o 
caracterizarlas (Lovrić, 2011). 
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Figura 16. Estrategias empleadas en Proteómica. Existen dos grandes grupos de 
aproximaciones metodológicas. Las denominadas “bottom up” (A y C) se basan en la 
identificación de las proteínas presentes en una muestra a partir de la información contenida en 
los péptidos, de modo que en algún momento las proteínas de la muestra son procesadas 
proteolíticamente mediante proteasas como la tripsina. En cambio, las denominadas “top-
down” (B), se basan en la identificación y caracterización de proteínas intactas, sin que 
intermedie ningún proceso de generación de péptidos por proteolisis. Dentro de las estrategias 
“bottom up”, que son las más frecuentes, podemos distinguir dos grandes subcategorías (C): Los 
protocolos basados en la separación de proteínas intactas mediante geles (2-DE) y la 
identificación de las proteínas de los “spots” por digestión tríptica/espectrometría de masas; los 
protocolos en los que se digieren las proteínas de la muestra inicialmente para luego realizar 
una separación de los péptidos por cromatografía líquida (LC) en combinación con 
espectrometría de masas.  
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2.5.- HERRAMIENTAS PROTEOMICAS: 
2.5.1.- Tecnologías de separación de proteínas (I): Estrategia basada en geles 
En la actualidad, el método más eficiente para la separación de mezclas 
complejas de proteínas es la electroforesis bidimensional de alta resolución (2-DE). La 2-
DE, desarrollada por O´Farrel y Klose (O´Farrel, 1975; Klose, 1975), permite separar de 
cientos a más de 4,000 isoformas de proteínas en un solo experimento, frente a las 
aproximadamente 100 que se consiguen separar mediante electroforesis unidimensional 
(1-DE). Esta alta resolución es el resultado de utilizar, de modo ortogonal, dos 
metodologías que hacen uso de propiedades de las proteínas que son independientes: la 
carga/punto isoeléctrico (primera dimensión) y su tamaño aparente (segunda 
dimensión) (Görg et al., 2004; Lovrić, 2011). 
Primera dimensión 
Basándonos en la estructura primaria de las proteínas podemos decir que la 
mayor parte de ellas poseen, teóricamente, un punto isoeléctrico (pI) en el rango de pH 
2.5-12, si bien hay que tener en cuenta que las cargas de una proteína no sólo proceden 
de los grupos N-terminales, C-terminales o las cadenas laterales de los aminoácidos, sino 
también de PTMs como fosforilaciones o glicosilaciones (no predecibles a partir de la 
secuencia primaria). La primera dimensión se lleva a cabo mediante isoelectroenfoque 
(IEF) desnaturalizante. En ella, las proteínas, previamente desnaturalizadas en un 
tampón que contiene altas concentraciones de urea, son separadas en función de su pI 
en geles de poliacrilamida que contienen gradientes de pH. De este modo, tan pronto 
como se aplica un campo eléctrico, las proteínas cargadas negativamente migran hacia 
el ánodo (polo +) y las proteínas cargadas positivamente migrarán hacia el cátodo (polo -
) , volviéndose en ambos casos menos cargadas a medida que alcanzan valores de pH en 
el medio más similares a su pI. Una vez encuentran su pI, las proteínas paran de moverse 
y permanecen así enfocadas durante horas o días mientras el campo eléctrico 
permanezca conectado (Görg et al., 2004; Lovrić, 2011).  
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La generación de los gradientes de pH se puede realizar mediante dos 
aproximaciones: i) Gradientes de pH móviles; ii) gradientes de pH inmovilizados (IPG; 
“inmobilized pH gradients”). En el primero de los casos se emplea una mezcla de 
moléculas ácidas de bajo peso molecular con distintos valores de pI denominadas 
anfolitos. Estos anfolitos son añadidos a los tampones necesarios para generar un gel de 
poliacrilamida cilíndrico de 3 mm de diámetro y 20 cm de largo. Cuando se aplica una 
corriente eléctrica a través de dicho gel cilíndrico los anfolitos migran en función de su 
valor de pI. Así, los de menor valor de pI (cargados negativamente) serán los que migren 
más rápidamente hacia el ánodo (polo +), mientras que los de mayor pI (cargados 
positivamente) serán los que migren con mayor celeridad hacia el cátodo (polo -). En 
medio de estos extremos habrá un amplio abanico de posibilidades, con anfolitos 
disponiéndose a distintas alturas dentro del gel en función del número de cargas 
positivas y negativas que tengan. Una vez establecido con anfolitos este gradiente de 
pH, las proteínas de la muestra biológica también se dispondrán a lo largo del gel en 
función de su pI. Los gradientes móviles de pH siguen siendo empleados hoy en día en 
geles de gran formato (40 cm x 30 cm x 0.75 mm), capaces de resolver hasta 10,000 
proteínas a la vez. Sin embargo, su falta de reproducibilidad y su laboriosidad hizo que se 
abandonase prácticamente su uso a favor de las tiras de gel de poliacrilamida con pH 
inmovilizados (tiras de IPG; Görg et al., 2000, 2004; Lovrić, 2011).  
Las tiras IPG han simplificado la primera dimensión y mejorado la resolución de 
los geles debido a una mejor focalización de las proteínas y reproducibilidad. En este 
caso el gradiente de pH se encuentra fijado dentro del gel, ya que se forma durante la 
polimerización del mismo. Para su generación se emplean monómeros de bisacrilamida 
y monómeros modificados de acrilamida con distintos valores de pKa. Estos últimos se 
producen mediante la sustitución de uno de los protones de un monómero estándar de 
acrilamida con diferentes residuos unidos covalentemente, los cuales tienen un valor de 
pKa específico (inmobilinas). El gradiente de pH se forma cuando se van mezclando en 
diferentes proporciones dos (o más) soluciones de acrilamida/bisacrilamida de diferente 
densidad y que contienen cada una de ellas una única inmobilina (ejemplo, una solución 
de pH 3 de baja densidad y solución de pH 10 con alta densidad). Una vez polimerizados, 
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los geles (3-4 %) son secados y cortados en tiras de 3 mm, cada una de ellas con 
exactamente el mismo gradiente de pH (por ejemplo, pH 3-10). Actualmente, este tipo 
de gradientes inmobilizados pueden ser adquiridos ya preparados en distintas 
compañías, con rangos de pH amplios (pH 3-10), estrechos (ejemplo, pH 4-7) o que 
cubren diferencias tan pequeñas como una unidad  de pH. El gradiente, además, puede 
ser de naturaleza lineal o no lineal, y la longitud de la tira de IPG variable (ejemplo, 7-24 
cm) dependiendo de la cantidad de muestra que deba ser acomodada (Görg et al., 2004; 
Lovrić, 2011).  
El IEF incluye una fase previa clave para el funcionamiento de la primera 
dimensión que se denomina de rehidratación (Görg et al., 1995, 2004; Lovrić, 2011). 
Dicha rehidratación puede realizarse de varias maneras: i) En forma activa a 50 V, en la 
que las tiras IPG son rehidratadas con un tampón de rehidratación al que se le ha 
añadido la muestra; ii) en forma pasiva, en la que el tampón de rehidratación contiene 
también la muestra, pero la que no se aplica ningún tipo de voltaje: iii) finalmente, en la 
técnica de “cup-loading” las tiras IPG son rehidratadas en tampón de rehidratación sin 
muestra y sin aplicar voltaje, para posteriormente ser cargadas con la muestra en un 
punto concreto del gel antes de comenzar el IEF.  El tampón de rehidratación suele 
contener una elevada concentración de urea, un agente caotrópico (Rabilloud et al., 
1997; Görg et al., 2004; Lovrić, 2011) capaz de desplegar y desnaturalizar las proteínas al 
romper sus puentes de hidrógeno, así como tiourea. Este último se añade en menor 
cantidad, con una proporción aconsejada de urea 5-7 M/tiourea 2 M. El tampón de 
rehidratación puede contener además un agente reductor como el ditiotreitol (DTT), 
trazas de colorante (como el azul de bromofenol) y una pequeña cantidad de anfolitos 
para favorecer la solubilización y migración de las proteínas de la muestra. Finalmente, 
también se utiliza un detergente zwiteriónico que previene las interacciones entre las 
proteínas hidrofóbicas y su consecuente agregación/precipitación. Este suele ser CHAPS  
(Rabilloud, 1999; Görg et al., 2004; Lovrić, 2011), lo que garantiza que la migración de las 
proteínas sea la correcta (de acuerdo con su propia carga). A pesar de todos estos 
cuidados, uno de los problemas de la primera dimensión sigue siendo la solubilización de 
las proteínas de membrana o de aquellas que tienen un pI básico (>7).  Es importante 
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además que los componentes elegidos no incrementen la fuerza iónica de la solución, 
para permitir que se alcancen los voltajes aplicados durante el IEF (Görg et al., 2004; 
Lovrić, 2011).  
Segunda dimensión 
La segunda dimensión se basa en una electroforesis convencional y 
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). El SDS, un detergente aniónico 
que interacciona fuertemente con el esqueleto proteico (aproximadamente una 
molécula de SDS por cada dos aminoácidos), añade un número de cargas negativas 
proporcional a la longitud del polipéptido, al mismo tiempo que despliega la proteína 
(desnaturalización). De este modo, las proteínas adquieren una relación carga/masa 
contante, migrando en función del número de aminoácidos si existe un campo eléctrico. 
El porcentaje de monómero total empleado en esos geles (% T) suele oscilar entre el 7-
20 %, dependiendo del rango de pesos moleculares de proteínas a separar, mientras que 
la ratio acrilamida: bisacrilamida típicamente empleada es de 37.5:1 (2.6 % C). También 
es posible utilizar geles en gradiente, pero su uso está menos extendido. En cualquier 
caso, los geles están tamponados a pH 8.8 con Tris HCl (Görg et al., 2004; Lovrić, 2011). 
Antes de transferir las proteínas desde las tiras de IPG al gel de SDS-PAGE 
(segunda dimensión) las primeras deben de ser equilibradas en un tampón que contiene 
Tris HCl (pH 6.8), SDS y una concentración menor de urea que el tampón de 
rehidratación (por ejemplo, 6 M). Este proceso consta de una primera etapa en donde 
los grupos -SH de las proteínas son reversiblemente reducidas con DTT (o DTE), y una 
segunda donde dicha reducción se hace permanente mediante iodoacetamida, un 
compuesto que alquila los grupos –SH de las cisteínas (para formar carbamidometil 
cisteína). Este proceso impide la aparición de múltiples péptidos en diferentes estados 
de oxidación durante los análisis de espectrometría de masas (MS) (Görg et al., 2004; 
Lovrić, 2011). Finalizado el equilibrado, los geles de la primera dimensión son colocados 
(equilibrados a pH 6.8) sobre geles de SDS-PAGE (equilibrados a pH 8.8), creando un 
sistema discontinuo de electroforesis que se resuelve mediante diferentes carcasas. 
Estas permiten correr 1-2 (PROTEAN® II xi Cell, Bio-Rad), 4 (PROTEAN® II XL Cell, Bio-
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Rad), 6 (Ettan DALT Six System de GE Healthcare) o incluso 12 geles al mismo tiempo 
(PROTEAN Plus Dodeca Cell de Bio-Rad), lo que favorece la reproducibilidad 
experimental, especialmente en combinación con equipos de control de la temperatura 
(Görg et al., 2004; Lovrić, 2011). La utilización de marcadores de peso molecular permite 
el cálculo del peso molecular aparente de las proteínas en los geles, lo que proporciona 
información adicional importante a la hora de la identificación por espectrometría de 
masas. Además, la 2-DE es una metodología proteómica muy popular debido a su 
versatilidad, buena reproducibilidad, poder resolutivo e instrumental necesario no 
demasiado sofisticado (Görg et al., 2004; Lovrić, 2011). Sin embargo, la 2-DE tiene 
limitaciones, ya que no permite analizar todas las proteínas por igual (ejemplo, existen 
problemas con las proteínas de membrana o las básicas), y se pueden producir hasta un 
20-90 % de pérdidas de proteínas durante el análisis que repercuten en una baja señal 
(Görg et al., 2004; Lovrić, 2011).       
Tinción y visualización 
Una vez separadas, es necesario: i) fijar las proteínas en el gel (para evitar el 
proceso de difusión) mediante ácidos y/o alcoholes;  y ii) utilizar un método de tinción y 
de desteñido para poder visualizar las proteínas. Existen multitud de métodos de tinción, 
como las tinciones orgánicas (azul de Coomassie; Nuehoff et al., 1988), la tinción de 
plata (Nesterenko et al., 1994), las tinciones negativas (Amido Black; Candiano et al., 
2004) o las tinciones fluorescentes comerciales (Sypro Ruby, Deep Purple, Flamingo, 
etc.) (Miller et al., 2006; Harris et al., 2007) (Tabla 3). La aplicación de una u otra está 
determinada por factores como la sensibilidad, el rango lineal, la facilidad de uso, el 
precio, el equipo de adquisición de imagen o la compatibilidad con las técnicas de 
identificación posteriores, pero en Proteómica aplicada a Biomedicina las tinciones 
deben de ser sensibles, reproducibles y tener un rango dinámico que permita detectar 
cambios en la concentración de biomarcadores potenciales. El uso de equipos 
especializados ha permitido simplificar notablemente los protocolos e incrementar el 
número de geles teñidos simultáneamente (Miller et al., 2006; Harris et al., 2007; Lovrić, 
2011).    
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La tinción de Coomassie se une reversiblemente a las proteínas, pero no a otras 
moléculas. Esta unión es lineal (≈2.5 órdenes de magnitud) e independiente de su 
secuencia primaria (pero no del contenido en ciertos aminoácidos). Dos tipos se 
emplean en Proteómica: el convencional y el coloidal. El primero se basa en el colorante 
R-250 (rojo), mientras que el coloidal está basado en el colorante G-250 (verde) y 
requiere protocoles más largos (hasta dos días de trabajo). Este tipo de tinciones son 
poco sensibles, oscilando entre 50-100 ng para el Coomassie R-250 y hasta los 10 ng 
para el Coomassie  G-250 gracias a su conversión en estado coloidal en presencia de un 
12.5 % de ácido tricloroacético (TCA) (Candiano et al., 2004) (Tabla 3). R-250 y G-250 
interaccionan de forma no covalente con las proteínas, pero el mecanismo no está claro, 
siendo favorecido por la presencia de aminoácidos con cadenas laterales básicas (Arg, 
His, Lys) o aromáticas (Trp, Tyr y Phe). Tampoco tiñen por igual todas las proteínas, pero 
sí son muy compatibles con procesos de espectrometría de masas (Miller et al., 2006; 
Lovrić, 2011). 
Existen distintos protocolos de tinción de plata, pero todos ellos se basan en la 
formación de precipitados de sales de plata. A diferencia del Coomassie  R-250, este tipo 
de protocolos son algo más largos y no son de punto final. Generan también una enorme 
variabilidad en la intensidad de tinción, no son específicos de proteínas  (tiñen ácidos 
nucleicos) y no son compatibles con espectrometría de masas (salvo aquellos protocolos 
que omiten el formaldehido o el glutaraldehido). En conclusión, su uso no es aconsejable 
en Proteómica, si bien este tipo de tinciones son muy sensibles (0.1-1 ng de proteína por 
spot) (Miller et al., 2006; Lovrić, 2011).    
Las tinciones fluorescentes presentan una mayor sensibilidad que las orgánicas. 
Son tinciones con gran facilidad de uso, linealidad y buena sensibilidad, aunque 
presentan inconvenientes como el elevado coste, la necesidad de sistemas de captación 
de imagen específicos y la dificultad para recortar los spots de los geles de forma manual 
para su identificación. Hay una gran variedad de tinciones fluorescentes, con diferentes 
longitudes de onda de excitación y de emisión. Los fluoróforos tienen distintos 
mecanismos de unirse a las proteínas: i) unión indirecta mediante intercalación de una 
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molécula de detergente; ii) unión directa no covalente; iii) unión directa covalente. 
Algunos permiten detectar globalmente las proteínas, como por ejemplo SYPRO® Ruby 
(Invitrogen Corp.), Deep Purple (GE Healthcare), Flamingo (Bio-Rad) o Krypton (Pierce 
Biotechnology). SYPRO® Ruby pertenece a una familia de fluorocromos que se unen no 
covalentemente a las proteínas, sobre todo a aminoácidos básicos (aunque no se 
descartan interacciones hidrofóbicas). Es una molécula muy fotoestable que tiene un 
átomo de rutenio como metal de transición, gracias al cual se excita a 280 nm y emite a 
una longitud de onda mucho mayor (450/610 nm). Presenta una gran sensibilidad (1 
ng/spot; Tabla 3), pero a costa de un proceso de tinción largo, y un gran rango de 
linealidad (tres órdenes de magnitud). Es capaz de teñir muchos tipos distintos de 
proteínas pero no ácidos nucleicos, lo que lo convierte en una opción igual de sensible 
pero más reproducible que la  tinción de plata. Otras tinciones fluorescentes detectan, 
en cambio, sólo determinadas PTMs de las proteínas, como las fosforilaciones (Pro-Q 
Diamond; Invitrogen Corp) o  las glicosilaciones (Pro-Q Emerald; Invitrogen Corp.) (Miller 
et al., 2006; Harris et al., 2007; Lovrić, 2011). 
En ocasiones, el marcaje fluorescente de las proteínas ocurre antes de separarlas 
electroforéticamente. De hecho, este ha sido uno de los desarrollos más importantes en 
2-DE, la técnica denominada DIGE (“Difference gel electrophoresis”). DIGE simplifica los 
estudios de Proteómica diferencial, al permitir la comparación simultanea de 2-3 
muestras biológicas, lo que significa una mejora en la reproducibilidad de la técnica y de 
la capacidad de obtener información cuantitativa. En DIGE las proteínas de las muestras 
son marcadas con fluorocromos distintos, espectralmente distinguibles (ejemplo, Cy2, 
Cy3 y Cy5), antes de ser separadas por 2-DE (Miller et al., 2006; Lovrić, 2011; Minden, 
2012b). 
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Tabla 3 
Principales características de los métodos de tinción más frecuentes  
(adaptado de Miller et al., 2006) 
 
Método Detección Sensibilidad Linealidad Características 
Azul de 
Coomassie 
R-250 
Colorimetría 50-100 ng +++ Tinción posterior a la 2-DE. 
Compatible con MS. Bajo coste. 
Protocolos sencillos. Alta 
reproducibilidad. Permite 
estudios cuantitativos. Bajo 
coste. Método robusto en 
análisis a gran escala. 
Azul de 
Coomassie 
G-250 
Colorimetría 10 ng +++ Tinción posterior a la 2-DE. 
Compatible con MS. Protocolos 
sencillos, pero largos. Alta 
reproducibilidad. Permite 
estudios cuantitativos. Bajo 
coste. Método robusto en 
análisis a gran escala. 
Tinción de 
plata  
Colorimetría 0.1-1 ng + Tinción posterior a la 2-DE. Baja 
compatibilidad con MS. Alta 
sensibilidad, pero baja 
reproducibilidad; no permite 
estudios cuantitativos. Tiñe 
además ácidos nucleicos. Bajo 
coste. Método poco robusto para 
estudios a gran escala.  
SYPRO 
Ruby 
Fluorescencia 1 ng +++ Tinción posterior a la 2-DE. 
Compatible con MS. Alta 
sensibilidad. Alta 
reproducibilidad. Se necesita 
equipo especial de captación de 
imagen. Alto coste. Método 
robusto en análisis a gran escala. 
DIGE Fluorescencia <1 ng +++ Marcaje de las proteínas anterior 
a la 2-DE. Compatible con MS. 
Alta sensibilidad. Alta 
reproducibilidad.  Se necesita 
equipo especial de captación de 
imagen. Alto coste. Método 
robusto en análisis a gran escala. 
El proceso de marcaje en DIGE es optimizado de tal manera que tan solo un 1-5 % 
de las lisinas de una proteína determinada son marcadas, pero dicho proceso las vuelve 
más acídicas y reduce la sensibilidad de detección. Con el fin de solventar estos 
problemas, se han desarrollado nuevos fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5 capaces de unirse a 
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todas las proteínas de una muestra con cisteínas libres (marcaje de saturación) o bien 
que presentan cargas positivas que reemplazan las perdidas en las lisinas. En cualquiera 
de estas estrategias, tanto las dos muestras a comparar como el estándar interno (un 
pool de las dos muestras) son marcadas con su respectivo fluorocromo (Cy2, Cy3 o Cy5), 
mezcladas y separadas en un único gel sin que se pierda la información sobre la 
abundancia relativa de las proteínas. De este modo, DIGE reduce el número de geles por 
experimento y la variabilidad técnica, incrementando la velocidad del análisis y 
facilitando el proceso de identificación y de medición de la intensidad de fluorescencia 
de los spots a lo largo de las distintas muestras. El uso de fluorescencia en DIGE, además, 
hace que se necesite menos cantidad de muestra para el análisis (pero no para la 
posterior identificación por espectrometría de masas) (Tabla 3). Sin embargo, DIGE es 
una técnica que encarece notablemente el coste por muestra procesada (Miller et al., 
2006; Lovrić, 2011; Minden, 2012a). 
Digitalización y análisis de imagen 
Existen tres categorías de sistemas de captura de imagen, todos ellos controlados 
por software específicos. Los más comúnmente usados son los escáneres calibrados 
como los GS-800 y GS-900 de Bio-Rad o el ImageScanner III de GE Healthcare Life 
Sciences, útiles en la mayoría de las aplicaciones densitométricas no fluorescentes 
aunque de limitado rango dinámico (Miller et al., 2006; Lovrić, 2011). Los geles también 
pueden ser digitalizados en instrumentos como el GelDoc™ System (Bio-Rad) que 
emplean cámaras CCD de alta resolución y sensibilidad situadas a una mayor distancia 
focal (de mejor rango dinámico; > 3 órdenes de magnitud), fuentes de iluminación 
(trans- o epi-) que emiten luz UV (300 nm) o blanca y una serie de filtros adecuados 
Miller et al., 2006; Lovrić, 2011). Finalmente, la tercera categoría de instrumentos se 
corresponde con la más cara, los escáneres de fluorescencia basados en láseres como los 
equipos de la serie Typhoon FLA de GE Healthcare Life Sciences o el Molecular Imager 
PharosFX™ de Bio-Rad. En éstos un haz de luz láser, con una longitud de onda adecuada 
para excitar los fluorocromos unidos a las proteínas, barre cada punto del gel y la 
fluorescencia emitida es captada y amplificada (PMT), de modo que se alcanzan altas 
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resoluciones y elevados rangos dinámicos (hasta 105) (Miller et al., 2006; Lovrić, 2011). 
Una vez las imágenes de los geles son obtenidas, normalmente son guardadas en el 
formato original del instrumento de captación de imagen o en formatos más 
estandarizados como TIFF (Miller et al., 2006; Lovrić, 2011). 
Una serie de programas informáticos se emplean en Proteómica para el análisis 
de imagen, como Melanie (vendido bajo el nombre ImageMaster2D por GE Healthcare, 
UK), PDQuest (Bio-Rad, USA), Phoretix 2D (Nonlinear, UK), Progenesis (Nonlinear, UK), 
Delta2D (Decodon, Germany), REDFIN (Ludesi, Sweden) DeCyder (GE Healthcare, UK) 
(Biron et al., 2006; Palagi et al., 2006; Dowsey et al., 2010; Lovrić, 2011).  Estos 
programas permiten sustraer el fondo de una imagen, detectar los spots, eliminar 
artefactos, realizar un proceso de alineamiento de los geles y de correspondencia de los 
diferentes spots a lo largo de las distintas imágenes (“landmarking” y “matching”), 
transformar y normalizar los datos, agrupar los geles según distintas clases (ejemplo, 
sanos, enfermos, no tratados, tratados, etc.), analizar las diferencias cualitativas 
(presencia/ausencia) y/o cuantitativas (intensidad, volumen de los spots), estudiar el 
grado de significación estadística de estas diferencias o realizar procesos de anotación 
de los spots (masa molecular, pI, identificación, hipervículos, etc.). El esquema de 
funcionamiento de cada uno de los programas anteriormente citados varía ligeramente; 
por ejemplo, en función de si el “spot matching” es realizado después de la detección de 
los spots o si por el contrario el alineamiento de los geles es realizado antes de la 
detección de los spots. En cualquier caso, el análisis de imagen constituye también una 
fuente de variabilidad técnica que debe de ser tenida en cuenta (Wheelock & Buckpitt, 
2005). Una vez detectadas las proteínas que presentan una abundancia diferencial, los 
spots son cortados (manual o de manera automatizada) y las proteínas procesadas 
proteolíticamente  e identificadas mediante espectrometría de masas. 
2.5.2.- Digestión proteolítica 
En las aproximaciones “botton-up” las proteínas son digeridas en péptidos más 
cortos antes de su análisis por espectrometría de masas; esto puede hacerse después de 
la 2-DE (estrategia basada en geles) o antes de la LC (estrategia “gel-free”; ver siguiente 
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apartado) a través de un enzima (Tabla 4) que, de forma general, suele ser tripsina. Se 
trata de una endopeptidasa barata, robusta, altamente específica y que trabaja en un 
amplio rango de concentraciones. Funciona mejor en un ambiente ligeramente alcalino y 
si las proteínas de la muestra estén desnaturalizadas, sus puentes disulfuro reducidos y 
sus cisteínas alquiladas. La razón del uso mayoritario de la tripsina se debe a su 
frecuencia de su diana de corte, ya que hidroliza específicamente el enlace peptídico 
situado en una posición C-terminal a una lisina (K) o arginina (R) siempre y cuando no 
sean seguidos de prolina (Tabla 4). Esto genera péptidos de 8-23 aminoácidos de 
longitud (<3 kDa) y propicia, además, la presencia de por lo menos dos cargas positivas 
en los péptidos (N-terminal y C-terminal con K o R), idóneo para la identificación por 
espectrometría de masas. No obstante, la eficacia del proceso no es del 100 %, de modo 
que pueden producirse pérdidas de cortes proteolíticos (Lovrić, 2011).  
En el caso de los “spots” procedentes de los geles de 2-DE (con una o varias 
proteínas), éstos son troceados en pequeños fragmentos e incubados en un volumen de 
10-20 μL y una gran cantidad (10-150 ng) de tripsina (debido a que tiene que difundir 
dentro del gel). Las digestiones se realizan durante 3-16h a 37 ºC, y pueden ser 
empleadas directamente en espectrometría de masas o ser sometidas a un proceso de 
limpieza de contaminantes utilizando microcolumnas de cromatografía de fase reversa 
(Lovrić, 2011). En la estrategia “gel-free” las digestiones trípticas, en cambio, son más 
simples, ya que son realizadas durante 4-16h a 37 ºC con las proteínas en solución (50 
μL), por lo que la cantidad de tripsina necesaria es menor. Para asegurar la 
desnaturalización de las proteínas de la muestra (incluidas posibles proteasas endógenas 
generadoras de péptidos no trípticos o enzimas que eliminen PTMs) se emplean 
tampones que contienen SDS, urea y acetonitrilo (Lovrić, 2011). 
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Tabla 4. Enzimas utilizadas frecuentemente en digestión enzimática de péptidos. 
Enzima Sitio de corte Excepción Rango de pH 
Tripsina C-terminal de R-X, K-X Cuando X=P 7-9 
Endoproteinasa Glu-C  
(V8-DE 
C-terminal de E-X, D-X Cuando X=P 
4-8 
Quimiotripsina) C-terminal de F, Y, W, L, 
I, V, M-X 
Cuando X=P 
7.5-8.5 
Endoproteinasa Lis-C C-terminal de K-X Cuando X=P 8.5-8.8 
Endoproteinasa Arg-C C-terminal de R-X Cuando X=P 7.5-8.5 
Pepsina C-terminal de F, L y E  2-4 
 
2.5.3.- Tecnologías de separación de proteínas (II): Estrategia “gel-free” 
La 2-DE posee algunas limitaciones a la hora de analizar proteínas hidrofóbicas, 
con puntos isoeléctricos muy ácidos o muy básicos, o de tamaños muy grandes o 
demasiado pequeños (Lovrić, 2011). El otro gran problema todavía no resuelto en 2-DE 
es el rango dinámico. Por tales motivos, la tendencia actual es trabajar con péptidos (en 
vez proteínas) y con sistemas de separación que no empleen geles (“gel-free”). Así, el 
uso de nanocolumnas de cromatografía líquida (nano-LC) acopladas a espectrometría de 
masas (nano-LC-MS/MS) permite realizar la separación de los péptidos y la identificación 
de las proteínas de las cuales proceden. En este tipo de protocolos se emplean 
esquemas cromatográficos ortogonales (basados en propiedades como el tamaño, 
carga, hidrofobicidad o afinidad), para lograr una separación lo más resolutiva posible de 
mezclas complejas de péptidos. Entre los más empleados se encuentra la cromatografía 
de intercambio catiónico (SCX; “Strong cationic Exchange”), combinada con la 
cromatografía de fase reversa (RP; “reverse phase”). Esta combinación de intercambio 
catiónico y RP-HPLC se conoce como MudPIT (“Multimensional Protein Identification 
Technology”) o “shotgun” (Washburn et al., 2001; Wolters et al., 2001; Lovrić, 2011; 
Zhang et al., 2013), y es quizás el método más eficiente de identificación de proteínas a 
partir de mezclas complejas de péptidos. En esta metodología los péptidos son 
separados en una primera dimensión en múltiples fracciones en función de su carga en 
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un ambiente ligeramente acídico en la nanocolumna de SCX. Posteriormente, cada una 
de esas fracciones es sometida a separación mediante fase reversa en una segunda 
nanocolumna, lo que genera un continuo de péptidos (cada vez más hidrofóbicos) que 
son ionizados antes de entrar en distintos tipos de analizadores de masas. Se han 
desarrollado procedimientos SCX-RP para una gran variedad de aplicaciones (Pang et al., 
2002; Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013), así como otras combinaciones bidimensionales 
acoplando la cromatografía de fase reversa con otros tipos de cromatografía o técnicas 
de separación (electroforesis capilar, CE). En cualquier caso, con la aplicación de esta 
metodología se logra identificar proteínas muy poco abundantes (elevada sensibilidad), 
proteínas muy hidrofóbicas, o proteínas de pI extremos, solucionando algunos de los 
problemas de la 2-DE. En cambio, la realización de estudios cuantitativos es más 
compleja que mediante 2-DE. 
Los análisis proteómicos cuantitativos mediante la tecnología “shotgun” son 
variados. Se han desarrollado distintas aplicaciones proteómicas que permiten la 
cuantificación relativa de proteínas sin el uso de ningún tipo de marcaje (“label-free 
quantification”). En este tipo de técnicas (menos costosas y más simples) los péptidos 
derivados de distintas muestras se analizan mediante múltiples ensayos de LC-MS. 
Posteriormente, los espectros de cada uno de estos experimentos es alineado mediante 
uso de potentes programas informáticos, de manera que las áreas de los picos 
seleccionados pueden compararse para determinar las cantidades relativas de los 
péptidos a través de las intensidades de los picos correspondientes (Bondarenko et al., 
2002; Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). La cuantificación también es posible mediante la 
técnica de contaje espectral, en donde se calcula la abundancia de una proteína en base 
al número de veces que un péptido de una proteína es seleccionado para MS/MS (Liu et 
al., 2004; Zhang et al., 2013). Este tipo de metodologías “label free” presenta ventajas 
derivadas de omitir las modificaciones químicas de los péptidos presentes en otras 
aproximaciones (ver más adelante), lo que acorta y abarata los experimentos. El número 
de muestras a comparar es ilimitado, y el rango dinámico de concentraciones analizables 
grande; sin embargo, como los distintos péptidos ionizan de forma variable de 
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experimento en experimento, sus intensidades también pueden variar de un análisis a 
otro, haciendo muy difícil la cuantificación (Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). 
La cuantificación relativa en LC-MS/MS puede hacerse también mediante 
marcaje químico isotópico. En este tipo de ensayos se incorporan diferentes “etiquetas 
isotópicas estables” a los péptidos/proteínas (dependiendo de la muestra de la cual 
proceden) (Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013) mediante marcaje metabólico, químico o 
enzimático. En el primero (ejemplo, SILAC o SILAM) se emplean diferentes isótopos 
estables (uno “ligero” y otro “pesado”) introducidos en el medio de cultivo en forma de 
moléculas como aminoácidos esenciales (por ejemplo, lisina, arginina en SILAC) o 
precursores de aminoácidos, de modo que las células las introducen activamente en sus 
proteínas. El resultado es que las proteínas de las células de uno de los cultivos serán 
portadoras del “marcaje ligero” y las proteínas de las células del segundo de los cultivos 
serán portadoras del “marcaje pesado”. Sin embargo, este tipo de protocolos no son 
aplicables a los estudios cuantitativos del proteoma de fluidos biológicos como el 
suero/plasma (Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). Un segundo grupo de técnicas emplea el 
marcaje químico, en donde se emplean “etiquetas” que son unidas covalentemente bien 
a las proteínas o bien a los péptidos después de la digestión. Los reactivos utilizados en 
marcaje químico reaccionan normalmente con los grupos amino (extremo N-terminal, 
lisina) o con los grupos sulfidrilo o tioles presentes en las cisteínas. También se han 
generado algunos reactivos con afinidad por los grupos carboxílicos (C-terminal; 18O), 
por los residuos de triptófano o por los de serina y treonina fosforilados (Leitner & 
Lindner, 2006; Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). Los isótopos estables más usados en 
estas “etiquetas” son los de hidrógeno/deuterio (1H/2H), carbono (12C/13C), nitrógeno 
(14N/15N) y oxígeno (16O /18O). Existen dos aproximaciones metodológicas diferentes 
dentro del marcaje químico para obtener datos cuantitativos. En la primera de ellas (por 
ejemplo ICAT, “Isotope-Coded Affinity Tag”) se calcula la abundancia relativa de la 
proteína en las diferentes muestras en base a la abundancia relativa de los péptidos 
precursores en el espectro MS. En la segunda, en cambio, las etiquetas son isobáricas 
(mismo valor m/z) y poseen una sección (ión informador) que se separa durante la 
fragmentación del péptido precursor (MS/MS o MS2) y permite la cuantificación relativa 
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(por ejemplo iTRAQ, “Isotope Tagged Relative and Absolute Quantification”). 
Finalmente, un tercer grupo de técnicas en donde se mide la abundancia relativa de los 
péptidos precursores en el espectro MS es el marcaje enzimático, en el que las 
“etiquetas” son incorporadas por una proteasa en el momento de la digestión 
proteolítica, lo que simplifica el protocolo de cuantificación. Un ejemplo de este último 
grupo de técnicas es el marcaje del C-terminal con 18O cuando se utiliza tripsina u otros 
enzimas (Stewart et al., 2001; Zhang et al., 2013).  
El primer método químico de marcaje desarrollado para proteómica cuantitativa 
mediante MS fue ICAT (Gygi et al., 1999). Las etiquetas moleculares en ICAT incluyen 
tres partes: i) un marcador (biotina) para aislar mediante cromatografía de afinidad 
basada en avidina los péptidos “etiquetados; ii) un grupo “linker” (con dos versiones, 
una pesada con 8 átomos de 2H y una ligera con 8 átomos de 1H); iii) un grupo reactivo 
iodoacetamida, que se une covalentemente con los grupos sulfhidrilo de las cisteínas” 
(Leitner & Lindner, 2006; Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). De este modo, las dos 
muestras a comparar se marcan por separado con una de las dos versiones del reactivo 
ICAT (la ligera o la pesada), se combinan y se someten a proteolisis con tripsina. Una vez 
purificados los péptidos biotinilados (lo que reduce la complejidad de la muestra), se 
procede a su separación (2D-LC) y análisis por MS, determinando tanto su cantidad 
relativa (MS) como la identidad de las proteínas de origen (MS2) (Gygi et al., 1999; 
Leitner & Lindner, 2006; Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). 
El desarrollo del marcaje ICAT supuso un avance importante en Proteómica 
cuantitativa basada en LC-MS/MS, dando origen a nuevas generaciones de reactivos 
como el etiquetado isobárico mediante iTRAQ (Ross et al., 2004), su variante mTRAQ 
para MRM (“multiple reaction monitoring”), las etiquetas de masa en tándem (“tandem 
mass tags” o TMTs), o las etiquetas de proteínas codificadas por isótopos (“isotope-
coded protein labels” o ICPLs (DeSouza & Siu, 2013; Zhang et al., 2013). En cuanto a 
iTRAQ, actualmente se han desarrollado hasta ocho reactivos diferentes que permiten 
una cuantificación de tipo MS2 (Pierce et al., 2008; Evans et al., 2012). Están formados 
por tres regiones: i) el grupo reactivo, procedentes de la N-hidroxisuccimida y que 
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reacciona con el grupo ε-amino de la lisina y el extremo N-terminal; ii) el grupo 
compensador, que iguala las masas de los distintos reactivos, de manera que la masa 
total de cada uno de ellos sea la misma (isobárico); y iii) el grupo “informador” o 
“reporter”, derivado de la N-metilpiperacina. Debido a la naturaleza isobárica de los 
reactivos iTRAQ, los mismos péptidos de cada una de las muestras aparecen como un 
pico único en el espectro de MS independientemente de la muestra de procedencia, 
reduciendo la complejidad de los espectros (en comparación con ICAT). En cambio, 
durante la fragmentación de los péptidos precursores por CID (“collision induced 
dissociation”), los grupos informadores se liberan (junto con iones de la serie b e y, entre 
otros), siendo detectados en una región del espectro de MS2 de baja relación m/z (113.1; 
114.1; 115.1; 116.1; 117.1; 118.1; 119.1; 120.1 y 121.1) y aportando datos sobre la 
cantidad relativa del péptido de origen en cada una de las ocho muestras que se pueden 
llegar a comparar. De este modo, la comparación de las intensidades de estos iones 
“informadores” permite conocer la abundancia relativa del péptido precursor (y por ello 
de la proteína) (Lovrić, 2011; DeSouza & Siu, 2013; Zhang et al., 2013). Finalmente, 
aunque mucho menos frecuente, también se puede realizar una cuantificación absoluta 
de péptidos/proteínas mediante el uso de patrones marcados isotópicamente de 
concentración conocida previamente introducidos en las muestras (“spikes”). Estos 
estándares pueden ser, por ejemplo, un péptido sintetizado químicamente y marcado 
con un isótopo pesado como en AQUA (“absolute quantification”), una proteína artificial 
que contenga péptidos correspondientes a 20-30 proteínas diferentes como en QconCAT 
(“quantification concatemer”) o bien una proteína concreta marcada isotípicamente 
como en PSAQ (Zhang et al., 2013).     
2.5.4.-Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas (MS) es una técnica analítica de elevada precisión, 
exactitud y sensibilidad que permite obtener información sobre el peso molecular y la 
estructura de las moléculas y emplea instrumentos (los espectómetros de masas) 
formados por tres componentes: i) el sistema de ionización; ii) el analizador de masas; 
iii) el detector de iones. Los primeros generan iones en fase gaseosa a partir de mezclas 
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en estado sólido o líquido. Dichos iones atraviesan posteriormente un analizador de 
masa, el cual presenta un campo electromagnético en el vacío que permite separar (con 
una alta resolución analítica, que llega en algunos casos a distinguir diferencias tan 
pequeñas como 0.001 amu) los iones en función de su relación masa/carga (m/z). 
Finalmente, los iones son detectados mediante diferentes tipos de detectores y los 
datos generados registrados y recuperados posteriormente para poder realizar análisis 
manuales o bioinformáticos (Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011).  
El desarrollo de sistemas suaves de ionización como MALDI (“Matrix Assisted 
Laser Desorption”; Tanaka et al., 1988) o ESI (“Electrospray Ionization”; Fenn et al., 1989) 
ha impulsado notablemente los estudios proteómicos gracias a permitir la ionización de 
cantidades pequeñas de péptidos y proteínas sin inducir procesos de fragmentación 
(Tabla 5). El sistema MALDI genera iones a partir de muestras co-cristalizadas con 
matrices sólidas, mientras que el sistema ESI lo hace a partir de muestras en fase líquida 
(Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011). En MALDI la mezcla de péptidos (o proteínas) es 
combinada con un exceso de una solución saturada de moléculas acídicas pequeñas, 
denominada matriz. La mezcla de péptidos y matriz es colocada sobre una placa de 
MALDI y dejada evaporar hasta que se forman cristales. La placa es luego colocada en el 
espectrómetro de masas y sometida a alto vacío. El impacto de un rayo láser 
(normalmente N2; λ= 337 nm) sobre los cristales de las moléculas de la matriz, como el 
ácido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) o, más comúnmente, el ácido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinámico (ácido sinapínico o SA) o el ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (CHCA),  
provoca la absorción de fotones por sus grupos aromáticos y la transferencia del exceso 
de energía y protones a los péptidos de la muestra. De este modo, los péptidos son 
proyectados hacia la fase gaseosa en forma de iones positivos, formados por aceptación 
de un único protón [M+H]+. Durante la ionización MALDI se produce, además, una 
competencia por dichos protones, favoreciéndose la ionización de los péptidos trípticos 
que contienen arginina en su c-terminal debido al valor de pKa de su cadena lateral. 
Consecuentemente, los valores de cobertura en MALDI-MS no suelen superar el 30-40% 
(Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011). Una variante del MALDI es el SELDI (“Surface-enhanced 
laser desorption/ionization”), en la que la mezcla de proteínas se coloca sobre una 
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superficie que, o bien está químicamente activada o bien presenta moléculas 
capturadoras (por ejemplo, anticuerpos, lectinas, etc.), de modo que se une 
específicamente al grupo de proteínas que tenemos interés en analizar (Tang et al., 
2004; Lovrić, 2011).  
Por otro lado, en ESI los péptidos (o proteínas) a analizar están en medio acuoso, 
de modo que su carga dependerá del pH del medio. Así, a pH ácido la protonación de las 
aminas generará una carga neta positiva (modo de iones positivos), de manera que 
después de la ionización de los péptidos trípticos mediante ESI se van a producir iones 
con una, dos (forma predominante) o tres cargas, dependiendo del tamaño y número de 
aminoácidos básicos (Lovrić, 2011). El funcionamiento de las fuentes de tipo ESI (o sus 
formas miniaturizadas microESI y nanoESI) se basa en aplicar una elevada diferencia de 
potencial a un líquido, de manera que se genera un pulverizado muy fino constituido por 
gotas de pequeño tamaño (< 10 μm de diámetro). La muestra, que fluye a través de un 
capilar muy estrecho (normalmente procedente de un nanoHPLC), alcanza un cono de 
acero inoxidable o aguja. A medida que la muestra abandona dicho cono o aguja se 
forma un electropulverizado formado por microgotas que contienes tanto los iones 
peptídicos como componentes de la fase móvil (agua, acetonitrilo, ácido acético, etc.). Al 
evaporarse estos últimos, el número de cargas en la superficie de las microgotas se hace 
demasiado grande, superando el denominado límite de Rayleigh, explotando y 
generando microgotas de menor tamaño. Al repetirse este proceso, los péptidos 
escapan finalmente de las microgotas y son desolvatados completamente (bien 
mediante contracorrientes de gas nitrógeno o capilares calentados) antes de entrar en el 
analizador de masas (Zhang et al., 2013).      
Los analizadores de masas separan a los iones obtenidos en la fuente (ESI o 
MALDI) en función de su relación masa/carga (m/z) gracias a un campo eléctrico o 
magnético que tiene efectos directamente proporcionales a la masa del ión e 
inversamente proporcionales a su carga. Dicha separación de los iones tiene lugar en el 
vacío (10-6 a 10-3 torr), lo que evita la colisión con las moléculas del aire. La resolución de 
los analizadores actuales es tal que permite resolver los picos isotópicos de los iones 
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peptídicos o su carga. Los analizadores de masas más usados son el tiempo de vuelo o 
TOF (“time of flight”), el cuadrupolo (Q) y las trampas de iones lineales/2D (LIT; “linear 
ion trap”), 3D (trampa de Paul o IT), orbitrap (OT) y FT-ICR (“Fourier transform ion 
cyclotron ressonance”). En el caso de los experimentos proteómicos basados en geles de 
2-DE los espectrómetros de masa más utilizados son de tipo MALDI-TOF, mientras que 
en los experimentos proteómicos “gel-free” los espectrómetros más empleados 
presentan fuentes de ionización de tipo ESI y suelen presentar más de un analizador de 
iones colocado en tándem, que pueden ser del mismo o diferente tipo (analizadores de 
masa híbridos). Ejemplos de analizadores de masa en tándem los tenemos en los TOF en 
tándem (TOF-TOF), el triple cuadrupolo (QQQ), el doble cuadrupolo (Qq) unido a TOF 
(Qq-TOF) o a una trampa lineal (LIT) (Qq-LIT), o la trampa lineal (LIT) conectada con FT-
ICR (LIT-FT-ICR) (Tabla 5). Estos equipos presentan mejor resolución, exactitud, 
sensibilidad y versatilidad en el análisis de péptidos y proteínas, permitiendo estudios 
tanto de MS como la selección de iones parentales para realizar procesos de 
fragmentación (MS/MS) (ver siguiente sección). Por ello, son utilizados para secuenciar y 
cuantificar proteínas, identificar PTMs, y en general, para el estudio de muestras 
biológicas complejas (Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011).  
Los analizadores QqQ, IT y QqTOF se emplean normalmente para la mayoría de 
los estudios de fragmentación (MS/MS) en Proteómica. La fragmentación de iones 
peptídicos parentales es realizada a través de diferentes metodologías como CID/CAD 
(“collision induced dissociation”/ “collisionally activated dissociation”), ETD (“electron 
transfer dissociation”), HCD (“higher-energy collisional dissociation”) o ECD (“electron-
capture dissociation”) (Tabla 5). Frecuentemente los iones precursores/parentales que 
se fragmentan tienen carga 2+. En la fragmentación CID/CAD los iones parentales se 
aceleran adquiriendo una elevada energía cinética y se hacen pasar por una celda de 
colisión que contiene un gas inerte como el argón, el helio o el nitrógeno. Durante la 
colisión con el gas parte de le energía cinética es utilizada para romper diferentes 
enlaces covalente dentro del péptido (sobre todo el enlace peptídico) y generar así 
fragmentos mayormente de varios tipos: los iones de la serie “b” (que presentan el 
amino-terminal del péptido), los iones de la serie “y” (que presentan en carboxilo-
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terminal del péptido) y algunos fragmentos neutros. Estos procesos de fragmentación 
pueden repetirse en algunos instrumentos como las trampas iónicas, pasando de MS2 a 
MSn (Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011). 
Tabla 5 
Resumen de los principales instrumentos utilizados en MS y de diferentes métodos de fragmentación 
Fuentes Analizadores de masas Detectores Fragmentación 
ESI 
MALDI 
SELDI 
Cuadrupolo (Q) 
Tiempo de vuelo (TOF) 
Trampa de iones (IT) 
Trampa de iones lineal (LIT) 
Orbitrap (OT)  
FT-ICR 
Triple cuadrupolo (QQQ) 
TOF-TOF 
Qq-TOF 
Qq-LIT 
LIT-FT-ICR 
SEM: Multiplicador de 
electrones secundarios  
CEM: multiplicador de 
electrones secundarios 
tipo canal 
o”channeltron” 
Detector de 
conversión fotónica o 
de centelleo 
Detectores multicanal 
CID/CAD: collision-induced 
dissociation / collisionally 
activated dissociation 
HCD: Higher-energy collisional 
dissociation 
ETD: Electron-transfer 
dissociation 
ECD: Electron-capture 
dissociation  
Finalmente, los detectores de iones en MS (Tabla 5) tienen como objetivo 
registrar la carga inducida o la corriente producida por el flujo iónico procedente del 
analizador, amplificarla y transmitir dicha señal al ordenador, donde se digitaliza y se 
registra en forma de un espectro de masas. En este espectro de masas son 
representados (en el eje de las ordenadas) los valores m/z de los iones peptídicos, 
mientras que en el eje de las abscisas aparece reflejada la intensidad de cada uno de 
esos iones. Estos espectros pueden ser, de mayor a menor complejidad, de distinto tipo: 
i) la denominada traza del detector; ii) los datos en crudo (“raw data”); iii) una lista de 
picos (“peak list”); iv) una lista de picos procesada (“processed peak list”) (Cañas et al., 
2006; Lovrić, 2011). 
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2.5.5.- Análisis de los resultados de espectrometría de masas: software y bases de datos 
La identificación de proteínas mediante huella peptídica (PMF, “Peptide Mass 
Fingerprinting”) es la más simple y utilizada en los análisis proteómicos basados en 
geles. Los péptidos proteolíticos procedentes de la digestión con un enzima 
(frecuentemente tripsina) de las proteínas de un spot de 2-DE son extraídos y analizados 
con un espectrómetro de masas de elevada exactitud analítica (normalmente MALDI-
TOF o ESI-TOF). Dicha lista de valores m/z experimentales (la “huella peptídica”), 
relacionada con la estructura primaria de la(s) proteína(s), es comparada con la ayuda de 
diferentes herramientas bioinformáticas con espectros (m/z) teóricos obtenidos 
mediante la digestión in silico  con el mismo enzima de todas las secuencias proteicas 
presentes en bases de datos como  UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/) o 
NCBI (CNBInr; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). En caso de encontrar concordancias, un 
listado de proteínas es generado y ordenado de acuerdo con la probabilidad de la 
identificación (Hernandez et al., 2006; Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011).  
Distintos programas son utilizados en PMF, como MASCOT (Perkins et al., 1999), 
ProFound (Zhang & Chait, 2000; Zhang et al., 2002), MS-Fit (Clauser et al., 1999), Aldente 
(Palagi et al., 2009), PeptideSearch (Mann & Wilm, 1994), PeptIdent (Wilkins et al., 
1997) o PepFrag (Fenyo et al., 1998). Estos programas emplean diferentes algoritmos 
para calificar la similitud entre los valores m/z experimentales y los teóricos, teniendo en 
cuenta variables tan dispares como el número de picos teóricos que no están presentes 
en el espectro experimental, el número de picos experimentales que no encajan con los 
teóricos (debido a procesos como la autolisis de la tripsina o la presencia de otras 
proteínas acompañantes o contaminantes como las queratinas o moléculas procedentes 
de la matriz), el número de péptidos de la proteína que han sido identificados (es decir, 
la cobertura), el nivel de exactitud analítica en las mediciones, la intensidad de los picos 
identificados, la presencia de aminoácidos modificados o la desaparición de puntos de 
corte durante la digestión proteica. En cualquier caso, una identificación correcta de una 
proteína por PMF debe de tener al menos 5 péptidos identificados con una exactitud 
analítica mejor que 30 ppm y un 15 % de cobertura de secuencia (Hernández et al., 
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2006; Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011). El resultado de la búsqueda mediante estos 
programas suele ser un listado de proteínas ordenado en función de una puntuación, 
valor probabilístico o “score” que indica lo bien correlacionados que se encuentran entre 
sí los valores experimentales y los teóricos (Palagi et al., 2006; Lovrić, 2011). En algunos 
algoritmos, dicho score está basado únicamente en el número de valores m/z 
experimentales que coinciden con los presentes en el espectro teórico, mientras que en 
otros como el utilizado por el motor de búsqueda MASCOT se emplean “scores” más 
sofisticados como el de similitud MOWSE (“Molecular Weight Search”), que tiene en 
cuenta la probabilidad (p) de que la identificación observada se deba a un suceso 
aleatorio. Dichas diferencias hacen recomendable el uso de distintos motores de 
búsqueda así como enzimas proteólíticos diferentes con el fin de validar los resultados 
obtenidos.  
En algunos espectrómetros de masa acoplados sobre todo a fuentes de 
ionización ESI como las trampas de iones, los triples cuadrupolos, los TOF-TOF, el Qq-
TOF, etc., ciertos iones peptídicos con más de una carga  y buena intensidad de señal 
(iones parentales) pueden ser seleccionados para ser fragmentados y generar iones 
“hijos” (MS/MS) mediante diferentes técnicas como PSD (“post-source decay”), CID/CAD 
(“collision-induced dissociation / collisionally activated dissociation”), HCD (“Higher-
energy collisional dissociation”), ETD (“Electron-transfer dissociation”) o ECD (“Electron-
capture dissociation“) (Tabla 5). La fragmentación CID/CAD es la más frecuente, y 
consiste en acelerar los iones en fase gaseosa de manera que adquieran una mayor 
energía cinética y hacerlos impactar con átomos de moléculas neutrales como argón, 
nitrógeno o helio. Aparte de pérdidas neutrales, dos tipos de iones son generados 
mayormente en CID/CAD: la denominada serie “b”, que contiene el amino terminal del 
péptido original, y los iones más abundantes de la serie “y”, que conservan el carboxilo 
terminal. El algunos espectrómetros de masas, como las trampas, estos procesos de 
fragmentación pueden sucederse para generar espectros de MSn (Cañas et al., 2006; 
Lovrić, 2011). La identificación de proteínas mediante el empleo de estos espectros de 
fragmentación MS/MS puede llevarse a cabo empleando cualquiera de las siguientes 
aproximaciones: i) Mediante el uso de distintos motores de búsqueda como Mascot, 
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Sequest, ProID, Phenyx, Protein ProPhet, OMSSA, X!Tandem, InsPect, MS-Seq, PepFrag, 
Popitam, SpectrumMill, VEMS, Sonar o Andromeda, que realizan un proceso conocido 
como PFF o “Peptide Fragment Fingerprinting”, que consiste en la comparación del 
espectro de fragmentación experimental con el espectro de fragmentación teórico de 
los péptidos producidos mediante digestión in silico de todas las proteínas contenidas en 
una base de datos (por ejemplo, UniProt/SwissProt o bases de datos EST) y en la 
asignación de un valor estadístico (“score”) a dicha comparación (por ejemplo, XCorr en 
Sequest); ii) Mediante programas de búsqueda como MASCOT, que emplean las 
denominadas etiquetas de secuencia peptídicas o “peptide sequence tags”, que consiste 
en usar la masa del péptido parental así como secuencias primarias cortas procedentes 
de la interpretación parcial de los espectros; o iii) Cuando la identificación mediante las 
otras dos metodologías no da sus frutos, mediante secuenciación de novo  a partir de 
espectros MS/MS de alta calidad, tanto de manera manual (lo cual requiere experiencia 
y tiempo) como asistida por diferentes programas (PEAKS, SeqMS, Sherenga, Lutefisk, 
DeNovoX, PepNovo, SpectrumMill), lo que da origen a secuencias parciales que pueden 
ser utilizadas en programas de búsqueda como BLAST (Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011).  
PFF es empleado normalmente para identificar, de manera automatizada, 
proteínas presentes en mezclas complejas, como las analizadas mediante LC-MS/MS. En 
estos análisis el espectrómetro de masas selecciona los iones precursores o parentales 
del espectro de barrido (MS o MS1) para su fragmentación posterior (espectros MS/MS o 
MS2), lo que genera cientos de espectros MS1 y MS2. Del mismo modo que ocurría con 
PMF, PFF sólo es útil si existe información genómica detallada del organismo bajo 
estudio. Además, la variabilidad de espectrómetros de masa y de paquetes informáticos 
disponibles en estos análisis automatizados genera una variabilidad significativa en los 
posibles resultados (aunque los parámetros de búsqueda se mantengan similares), lo 
que habla de la importancia que tiene una validación posterior de las identificaciones 
mediante secuenciación de novo (manual o asistida). No obstante, tal validación manual 
sólo es factible si el número de espectros es pequeño, pero no cuando dicho número se 
incrementa a miles de espectros. Por ese motivo, se han desarrollado diferentes criterios 
de cribado para intentar separar las identificaciones correctas de las incorrectas, como 
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por ejemplo realizando las mismas búsquedas contra bases de datos revertidas o 
aleatorias con el fin de establecer un valor de corte (“cutoff”) a partir del cual poder  
estimar la tasa de falsos positivos (FDR; “False Discovery Rate”) en las identificaciones de 
péptidos y proteínas (Cañas et al., 2006; Lovrić, 2011; Zhang et al., 2013). Pese a todas 
estas mejoras, un problema todavía no resuelto de las metodologías “shotgun” es la 
correcta asignación de las secuencias peptídicas a sus proteínas de origen, debido a la 
existencia de proteínas homólogas o proteínas que comparten péptidos (Problema de la 
Inferencia). De este modo, el uso de tecnologías alternativas (immunoensayos, western 
blot, etc.) sigue siendo necesario para la confirmación tanto de datos cualitativos como 
cuantitativos de espectrometría de masas. Finalmente, dada la multitud de tipos de 
muestras y biomarcadores diferentes o la variabilidad de herramientas disponibles 
(fraccionamiento, enriquecimiento, 2-DE, LC-MS/MS, “antibody arrays”, etc.) que se han 
mencionado en esta introducción, es claro que el propósito de un estudio proteómico 
debe de ser definido con precisión antes de ser acometido, así como las pautas a seguir 
y herramientas analíticas a emplear para generar respuestas acordes con los objetivos 
planteados (Duncan & Hunsucker, 2006). Un ejemplo lo tenemos en la descripción de la 
utilidad de diferentes técnicas proteómicas proporcionada por la Tabla 6.  
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Tabla 6 
TIPOS DE BIOMARCADORES Y TÉCNICAS PROTEÓMICAS QUE DEBEN EMPLEARSE PARA SU HALLAZGO 
  Tecnología 
Tipo de 
biomarcador 
2-DE LC-MS/MS Técnicas basadas en 
patrones (SELDI) 
“Affinity arrays” 
Proteínas 
con 
abundancia 
diferencial 
Si Si, vía técnicas cuantitativas 
como ICAT 
Si, aunque la identificación de 
la proteína que ha dado 
origen al cambio en el patrón 
puede ser difícil 
Si 
PTMs Sí, si la 
modificación 
produce un 
cambio 
notable en 
masa o carga 
Si; sin embargo, la 
búsqueda es dirigida hacia 
un tipo particular de PTMs 
No; puede producirse un 
cambio en el patrón, pero es 
difícil confirmar que eso sea 
debido a una PTM. 
No 
Fragmentos 
proteicos 
Sí, cuando los 
fragmentos 
son de medio 
a gran 
tamaño 
Sí, sobre todo cuando los 
fragmentos son de 
pequeño tamaño y se están 
analizando por peptidómica 
No; puede producirse un 
cambio en el patrón, pero es 
difícil confirmar que se 
origine por proteolisis 
Los fragmentos 
no serán 
detectados a 
menos que el 
anticuerpo 
reconozca 
específicamente 
ese fragmento 
Variantes 
alélicas e 
isoformas 
generadas 
por splicing 
Sí, si las 
variantes 
alélicas o las 
isoformas 
producen un 
cambio 
notable en 
masa o carga 
Difíciles de encontrar a 
menos que estén presentes 
en la base de datos de 
referencia 
No; puede producirse un 
cambio en el patrón, pero es 
difícil confirmar que eso sea 
debido a una variante alélica 
o de splicing 
Las variantes 
alélicas o 
generadas por 
splicing no serán 
detectados a 
menos que el 
anticuerpo las 
reconozca 
específicamente 
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l diagnóstico actual de la artritis reumatoide está basado en una serie de 
criterios definidos en 2010 por la ACR/EULAR, los cuales han venido a 
sustituir a los criterios de la ACR de 1987, que presentaban problemas en la detección de 
la enfermedad de reciente comienzo. Estos nuevos criterios de la ACR/EULAR de 2010 
siguen siendo criterios de clasificación de pacientes con sinovitis sin causa conocida, no 
de diagnóstico, mostrando todavía una moderada sensibilidad (79-84 %) y baja 
especificidad (59-64 %). Sin embargo, son unos criterios dinámicos, en el sentido de 
estar prevista su revisión en el caso de aparecer nuevos biomarcadores genéticos, 
serológicos o de imagen que permitan mejorar su rendimiento. Las aproximaciones 
ómicas, como la proteómica, ofrecen una oportunidad sin precedentes a la hora de 
buscar paneles de biomarcadores genéticos o proteicos que permitan mejorar el 
diagnóstico de la artritis reumatoide, siendo los fluidos biológicos uno de los tipos de 
muestras más interesantes para dicha búsqueda. Sin embargo, el análisis sistemático y a 
gran escala del proteoma del suero o plasma presenta numerosas dificultades técnicas, 
las cuales generan sesgos importantes hacia la detección de proteínas de alta 
abundancia. Por este motivo, el presente estudio se inició con un doble objetivo:  
1. Desarrollar una metodología de pre-fraccionamiento que permita eliminar con alta 
eficiencia inmunoglobulinas y albúmina a partir de grandes volúmenes de suero (1 mL) y 
optimizar las condiciones experimentales de los análisis proteómicos basados en geles 
bidimensionales (2-DE) para el análisis de las muestras de suero así tratadas.  
2. Utilizar dicha metodología para realizar un estudio proteómico comparativo 
(cuantitativo/cualitativo) entre muestras de suero de donantes sanos y muestras de suero de 
pacientes con artritis reumatoide de reciente diagnóstico (o sin tratamiento) con el fin de 
identificar paneles de proteínas con abundancia diferencial que puedan ser candidatos a 
biomarcadores de la enfermedad y permitir en el futuro un diagnóstico más temprano de esta 
enfermedad.  

E 
 92 
 
 
 
MATERIAL & MÉTODOS

Material & Métodos 
93 
 
1.- OBTENCIÓN DE SUERO 
Para la obtención de muestras de suero se seleccionaron individuos caucásicos 
de edades comprendidas entre 40-60 años. Las muestras “control” del estudio fueron 
recogidas por el Servicio Médico de la USC y las muestras de los “pacientes” por el 
Servicio de Reumatología del Hospital Universitario de Santiago de Compostela. La 
sangre fue introducida, en ambos casos, en tubos aceleradores de la coagulación 
sanguínea BD Vacutainer SST II Advance de 3.5 mL (BD; #367953, LOT 7305374; 
Plymouth, UK). Después de 30 minutos a RT, la sangre coagulada se centrifugó a 3,000 x 
g (15 min, a 4 ºC) para obtener el suero. Los tubos vacutainer (Figura 17) contienen un 
gel separador inerte en el fondo del mismo, que proporciona una barrera entre el 
coágulo y el suero de la muestra. El polímero del gel, debido a su densidad, se mueve 
durante la centrifugación hacia la parte superior del tubo, formando una barrera entre el 
sobrenadante (suero) y el sedimento (coágulo de fibrina y células). El interior de estos 
tubos separadores, está recubierto de silicona y partículas de sílice micronizadas que 
aceleran el proceso de coagulación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Tubo BD ® Vacutainer SST 
II Advance. Tubos siliconados que 
contienen geles que favorecen el 
proceso de coagulación y permiten 
separar físicamente el suero de la 
fracción celular tras un proceso de 
centrifugación. En la figura se 
muestra el resultado tras el proceso 
de coagulación diferenciándose el 
coágulo de sangre en la parte 
inferior y el suero en la parte 
superior. Suero 
Coágulo 
de sangre 
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Para mantener la estabilidad del suero y siguiendo las recomendaciones de la 
HUPO (Rai et al., 2005) se le añadió un cóctel de inhibidores de proteasas (20 µL/mL de 
suero) que no contenía AEBSF, debido a los artefactos detectados en 2-DE con el uso de 
este inhibidor (AEBSF-free protease inhibitor cocktail [BD; #554779, LOT 37839; UK]: 800 
µg/mL de benzamidina HCl, 500 µg/mL de fenantrolina, 500 µg/mL de aprotinina, 500 
µg/mL de leupeptina, 500 µg/ml de pepstatina A y 50 mM de PMSF). A continuación se 
centrifugaron las muestras de suero a 13,000 x g (10 min, a 4 ºC) para eliminar posibles 
precipitados proteicos, para finalmente almacenar las muestras de suero así tratadas en 
alícuotas de 1 mL a -80 ºC. 
2.- DESCONGELACIÓN DE LA MUESTRA Y CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE      
PROTEÍNA 
Las muestras de suero fueron descongeladas durante 2h en hielo. Se determinó 
la concentración de proteína mediante BCA Protein Assay Kit (Pierce®; Rockford, EEUU) 
que se basa en el método del ácido bicinconínico (Smith et al., 1985). Como muestra 
patrón fue utilizada Seroalbúmina Bovina (BSA) (Sorensen & Brodbeck, 1986). La 
concentración de proteína total en dichas muestras oscilaba entre 70-80 mg/mL lo que 
coincide con el rango esperado (66-87 g/L; libro de Bioquímica Clínica y Patología 
Molecular de Álvaro González-Hernández, 2010). 
3.- FRACCIONAMIENTO DEL PROTEOMA 
3.1 KIT DE ADSORCIÓN TIOFÍLICA (PIERCE®) 
Este método de cromatografía de afinidad permitió descartar casi todas las 
inmunoglobulinas presentes en el suero (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2) 
eliminando aproximadamente un 20 % del total de las proteínas séricas (Hardouin et al., 
2007). Se basa en la habilidad que tienen algunas proteínas de unirse a un ligando que 
contiene un grupo sulfona en la proximidad de un grupo tioéter. Esta unión recibe el 
nombre de unión tiofílica y es promovida por sales no caotrópicas (sulfato amónico o 
potásico) debido a su interacción con las moléculas de agua. Se partió de muestras de 1 
ml de suero (descongelado), al que se le añadió 87 mg/mL de sulfato potásico. Una vez 
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disuelto, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 x g (20 min a 4 ºC) para eliminar las 
proteínas precipitadas antes de la cromatografía. El suero así preaclarado fue finalmente 
filtrado a través de un filtro MILLEX ® HV de 0.45 µm de Millipore (#SLHV033NS, LOT 
R8BN38411; Carrigtwohill, Ireland) antes de pasarlo por la columna. Esta última se vació 
del tampón de conservación de la columna y se le añadieron 12 mL de tampón de unión 
con el fin de equilibrarla (0.5 M sulfato potásico, 50 mM fosfato sódico, 0.05 % azida 
sódica, pH 8). Finalizado este proceso, el suero fue añadido (el volumen no debía superar 
los 1.5 mL, ya que la capacidad de la T-Gel era de 20 mg de proteína por cada mL de gel). 
Después de cargar la muestra y tras haber recogido la primera fracción no retenida 
(FNR1), la columna fue lavada con 39 mL de tampón de unión. Se descartaron estas 
nuevas FNR, mientras que la FNR1 (12 mL) fue concentrada y desalada antes de 
continuar con el experimento. En este proceso fueron utilizados unidades de filtración 
centrifugables Amicon® Ultra-4 de Millipore (10,000 MWCO), siguiendo un protocolo 
basado en repetidas centrifugaciones: 4 mL de muestra, 4,000 x g, 15 min a 4 ºC (x3 
veces; 12 mL en total); 2 mL de agua destilada, 4,000 x g, 15 min a 4 ºC (x2 veces). Las 
proteínas de la FNR eran finalmente resuspendidas en 200-300 μL de agua destilada, 
quedando de este modo libres de sales y concentradas antes de guardar a -80 ºC.  
El siguiente paso fue añadir 36 mL de tampón de elución (50 mM fosfato sódico, 
0.05 % azida sódica, pH 8) a la columna de cromatografía tiofílica con el fin de separar las 
inmunoglobulinas captadas por la misma (Fracción retenida o FR). En experimentos 
previos de optimización de la columna en los que se siguió el perfil cromatográfico de 
elución  (fracciones de 3 mL) de las inmunoglobulinas de la columna T-gel mediante 
espectrofotometría a 280 nm y cuantificación de la proteína por BCA (Pierce; #23225, 
LOT IH114297B; Rockford, EEUU; ver más adelante) se comprobó que la mayor parte de 
éstas se separaba de la columna en los primeros 9 mL. Por este motivo, en todos los 
experimentos posteriores este fue el volumen de elución de la columna recogido en 
tubos BD Falcon® de 15 mL. Estas muestras fueron almacenadas a -20 °C para una diálisis 
posterior, ya que la concentración de sales de la muestra de inmunoglobulinas 
resultante tras la T-gel (FR) era incompatible con un análisis posterior mediante 
electroforesis bidimensional como diversos ensayos nos mostraron. Las muestras de FR 
fueron dializadas utilizando una tripa de diálisis con un cutoff de 12 KDa, en un volumen 
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de 3 L de agua destilada (renovada en dos ocasiones) y durante aproximadamente un 
periodo de 20h a 4 ºC en agitación permanente. Dado que este proceso diálisis 
provocaba una dilución del suero del orden de 10 a 15 veces fue necesario concentrar 
las muestras antes de realizar la electroforesis bidimensional. El método de 
concentración escogido fue la precipitación mediante acetona, un protocolo simple, 
poco costoso y que además de concentrar permitía eliminar cualquier interferente 
potencial de la muestra (Görg et al., 2004). A cada volumen de muestra se le añadieron 6 
volúmenes de acetona y las proteínas (inmunoglobulinas) se precipitaron toda la noche 
a -20 ºC. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaban en frío (4 ºC) a 9,000 
rpm durante 30 min. El sobrenadante era retirado y los tubos se dejaban a temperatura 
ambiente durante unas horas, de modo que la acetona pudiese terminar de evaporarse. 
Por último, el precipitado de inmunoglobulinas era resuspendido en tampón de 
rehidratación de IEF (ver más adelante la sección de preparación de la muestra en 
Material y Métodos), que permitía la solubilización y desnaturalización de las proteínas. 
Se comprobó experimentalmente (datos no mostrados) que cada vez que 
precipitábamos en esas condiciones conseguíamos recuperar el 80 % de la cantidad de 
proteína inicial. Finalmente, la regeneración de la columna T-gel fue llevada a cabo 
añadiendo 15 mL de tampón de regeneración (8 M guanidina-HCl), un agente 
desnaturalizante que arrastra cualquier proteína remanente pegada a la columna. Dicho 
tampón era eliminado totalmente de la columna para a continuación ser reemplazado 
por agua MilliQ. Tras este lavado, la columna era lavada con 6 mL y 3 mL de tampón de 
almacenamiento (1 M Tris, 0.05 % azida sódica, pH 7.4), tras lo cual era sellada tanto por 
la parte superior como inferior. Este tipo de columnas fueron guardadas en posición 
vertical a 4 °C y reutilizadas un número máximo de 5-6 veces, de acuerdo con las 
instrucciones de la empresa manufacturadora. 
3.2.- RESINA DE AFINIDAD ANTI-HSA (VIVAPURE®) 
Este método nos permitió eliminar de manera rápida, sencilla y específica la 
albúmina presente en las muestras de suero a las que previamente se les habían 
eliminado las inmunoglobulinas mediante cromatografía tiofílica y que suponían una 
gran cantidad de proteína inicial (Figura 18). Se partió de 4 mL de resina anti-HSA, a los 
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que se añadieron 10-12 mg de proteína obtenida de la FNR de la T-Gel. La resina fue 
incubada con la muestra durante 15 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo 
las muestras fueron centrifugadas a 4,000 x g (5 min, a 10 ºC) en tubos centrifugables 
vivaspin 6 (0.2 µm, Sartorius; Goettingen, Germany) y el eluido (FNR I) fue recogido. 
Seguidamente se añadieron 2 mL de tampón de unión (Tris HCl pH 7.4, 20 mM, NaCl 100 
mM) y la resina fue incubada durante 2 min a RT, tras lo cual los tubos fueron 
centrifugamos a 4,000 x g durante 15 min (10 ºC). Este proceso fue repetido 2 veces 
más,  de tal manera que fueron recogidas dos FNR a mayores (FNR II y FNR III). Las 
absorbancias de todas estas fracciones no retenidas fueron medidas a 280 nm en todos 
los ensayos para obtener un perfil cromatográfico. Para separar la albúmina retenida por 
la resina, esta última fue resuspendida en 2 mL de tampón de elución (Gly 0.1 M, a pH 
2.8) durante 2 min a RT. El tubo fue centrifugado a 4,000 x g durante 15 min a 10 ºC, 
recogiendo un eluido que denominamos fracción retenida I (FR I). Como anteriormente, 
este proceso fue repetido 2 veces más, generando las fracciones FR II y FR III. El pH de 
estas muestras fue neutralizado añadiendo 400 µl de tampón de neutralización (Tris 1 
M, pH 9) y el cambio de pH semicuantitativamente comprobado mediante tiras de pH 
comerciales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Fragmentos de anticuerpos Anti-HSA, que junto a la agarosa de enlaces cruzados, consiguen una 
alta capacidad de unión de la albúmina. Vivascience Sartorius group. 
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Tanto las fracciones correspondientes a la FR (I, II y III) como las de la FNR (I, II y 
III; 5-6) fueron juntadas formando de este modo dos “pooles” denominados FR y FNR. 
Estas muestras fueron desaladas y concentradas mediante tubos centrifugables Amicon® 
Ultra-4 (10,000 MWCO, Millipore) siguiendo el siguiente protocolo: añadir un volumen 
máximo de 4 mL de muestra al depósito superior del tubo, centrifugación a 4,000 xg 
durante 15 min a 4 ºC; adición de otros 2 mL de muestra al depósito superior del tubo y 
2 mL de agua destilada, centrifugación a 4,000 x g durante 15 min a 4 ºC; por último, 
adición de 2 mL de agua destilada al depósito superior del tubo, centrifugación a 4,000 x 
g durante 15 min a 4 ºC y resuspensión final tanto de las muestras FR como FNR en 200-
300 μL de agua destilada. La concentración proteica de dichas muestras desaladas  y 
concentradas fue cuantificada mediante BCA. Las muestras fueron almacenadas a -80 ºC 
para su posterior análisis por 2D-PAGE. 
 3.3.- ENRIQUECIMIENTO DE PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EN MUESTRAS DE SUERO 
MEDIANTE EL USO DE LIBRERÍAS DE PÉPTIDOS ALEATORIOS: PROTEOMINERTM 
Para la aplicación de esta tecnología se siguieron punto por punto las 
instrucciones del kit ProteoMinerTM (Bio-Rad; #163-3009, USA). Las muestras (“pooles” 
de sueros) deben de tener una concentración de proteína ≥50 mg/mL (la concentración 
de proteína se calculó mediante BCA), y han de estar libres de precipitado, es decir 
homogeneizadas. Para asegurarnos de este hecho las muestras (1 mL) fueron 
centrifugadas a 10,000 x g durante 10 min a RT. En primer lugar se preparó la columna 
del ProteoMinerTM. Para ello se introdujo la columna de afinidad en uno de los tubos 
específicos del kit, centrifugando a 1,000 x g durante 2 min con el fin de eliminar el 
tampón de almacenamiento. Se añadió 1 mL de agua milli-Q, agitando manualmente 
durante unos 5 min. Transcurrido ese tiempo, la columna fue centrifugada a 1,000 x g 
durante 2 min para eliminar el agua introducida. Por último, la columna fue nuevamente 
centrifugada a 1,000 x g durante 1 min para eliminar cualquier resto de agua; una vez 
hecho, la columna estaba lista para el siguiente paso: la unión de la muestra a la 
columna. Para ello se añadió 1 mL de muestra a la columna, dejándola rotar en un 
agitador orbital durante 2h a temperatura ambiente. La muestra fue centrifugada  a 
1,000 x g durante 2 min y el sobrenadante eliminado. El proceso de centrifugación 
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(1,000 x g, 1 min) fue repetido una vez más para eliminar posibles restos, descartando 
nuevamente el sobrenadante. Se añadió 1 ml de tampón de lavado (tampón PBS pH 7.4: 
150 mM NaCl, 10 mM NaH2PO4) a la columna, que fue rotada en un agitador orbital 
durante 5 min. La columna fue centrifugada nuevamente a 1,000 x g durante 2 min, y el 
sobrenadante eliminado. Para descartar posibles restos la centrifugación (1,000 x g, 1 
min) fue repetida una vez más, desechando una vez más el sobrenadante. Este paso de 
lavado con PBS pH 7.4 fue repetido un par de veces más, empleando un total de 3 mL de 
tampón de lavado. Una vez lavada la columna, se procedió a la elución de la muestra 
retenida. Para ello se añadió 1 mL de agua milli-Q a la columna y se rotó ésta durante 1 
min, centrifugando a continuación (1,000 x g, 2 min) para eliminar el sobrenadante 
acuoso. Este proceso fue repetido una vez más antes de añadir 100 µL de tampón de 
elución (8 M urea, 2 % CHAPS). Tras agitar la columna durante 5 s, la columna fue 
incubada 15 min con el tampón de elución a temperatura ambiente y en agitación. Tras 
la incubación, la columna fue centrifugada (1,000 x g, 2 min) y la fracción retenida I (FR I) 
recogida. Este paso de elución fue repetido 2 veces más, de tal manera que al final del 
proceso habíamos añadido 300 µL de tampón de elución, recogiendo tres fracciones: FR 
I, FR II y FR III. Finalmente, juntamos las tres fracciones retenidas en un único tubo (FR) y 
las limpiamos de contaminantes y sales indeseadas (que interferían con el proceso de 
IEF) mediante el kit 2-D Clean Up de GE Healthcare (Freiburg, Germany) (Marco-Ramell 
& Bassols, 2010). Las muestras fueron finalmente congeladas a -80 ºC. 
4.- PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS PARA ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 
Las proteínas de las fracciones retenidas (inmunoglobulinoma y albuminoma) 
como de la fracción no retenida (suero sin inmunonoglobulinas ni albúmina) que van a 
ser analizadas mediante 2-DE fueron desnaturalizadas, disgregadas, reducidas y 
solubilizadas empleando un tampón de rehidratación basado en urea y la tiourea como 
agentes caotrópicos (Rabilloud et al., 1997) y que empleaba CHAPS como detergente no 
iónico y DTT como agente reductor. La composición de este tampón en donde se 
resuspendieron las muestras fue: Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4 % (v/v), DTT 3 % (p/v), 
IPG buffer 0.5 % (v/v) y trazas de bromofenol. El IPG buffer variaba dependiendo de las 
muestras y de las tiras de IEF empleadas posteriormente en la primera dimensión. Así, el 
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tampón empleado para resuspender las proteínas de las fracciones retenidas (FR) 
correspondientes con el albuminoma, inmunoglobulinoma y la del kit ProteoMiner (Bio-
Rad) fue siempre el tampón Bio-lyte 3-10 (Bio-Rad). En cambio, en el caso del tampón 
rehidratación utilizado para resuspender las proteínas de la FNR (suero sin 
inmunoglobulinas ni albúmina) el tampón empleado fue o bien el IPG buffer pH 4-7 de 
GE Healthcare (#17-6004-40; LOT 10012127; Freiburg, Germany) o el Bio-lyte 3-10 buffer 
(Bio-Rad; #163-2094).  
5.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 
5.1.- PRIMERA DIMENSIÓN 
Para la primera dimensión utilizamos gradientes de pH inmovilizados (tiras de 
IPG) de distinto tipo en función de la muestra analizada. Así, para el albuminoma e 
inmunoglobulinoma se utilizaron tiras de 11 cm pH 3-10 NL de (Bio-Rad), cargadas con 
0.5 mg de proteína cada una. En cambio, las proteínas de la FR del ProteoMiner fueron 
separadas en tiras de IPG de 11 cm pH 5-8 (Bio-Rad; 0.1 mg de proteína por tira), 
mientras que para analizar la FNR (suero sin inmunoglobulinas ni albúmina) se utilizaron 
dos tipos de tiras de IPG: 11 cm, pH 4-7 NL (GE Healthcare; 0.5 mg de proteína/tira) ó 17 
cm, pH 3-10 NL (Bio-Rad; 1 mg de proteína por tira).  
Para rehidratar los geles de las tiras de IPG y facilitar la entrada de las proteínas 
dentro de éstos (especialmente las de alto peso molecular) se optó por un método de 
rehidratación activo en una placa de IEF; es decir, la muestra en tampón de 
rehidratación y la tira de IPG estuvieron en contacto directo durante las 12h que duraba 
el proceso en presencia de un bajo voltaje (50 V, 20 ºC). Esta rehidratación activa se 
realizó en la PROTEAN IEF cell TM (Bio-Rad), un instrumento que puede acomodar hasta 
24 tiras de IEF de 7 cm o 12 tiras de IEF de 17 cm dentro de bandejas de IEF colocadas a 
su vez en el interior de una plataforma Peltier con control de temperatura. Se insertó 
una pausa en el programa antes de empezar con la primera fase del IEF. Dicha pausa fue 
empleada para colocar dos “wicks” humedecidos en agua milli-Q (uno en cada polo) por 
tira de IEF. Dichos “wicks” son pequeños cuadrados de papel de filtro que fueron 
empleados para captan restos de sales y otros contaminantes que pudiesen estar 
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presentes en las muestras. Es importante cubrir las tiras con “aceite mineral” para evitar 
la pérdida de líquido por evaporación durante el proceso. 
Completada la fase de rehidratación y con los “wicks” ya colocados se programó 
una primera dimensión dividida en varias etapas: FASE S1 (250 V, 15 min): Este bajo 
voltaje favorecía la entrada de las proteínas de mayor tamaño en las tiras de 11 y 17 cm. 
FASE S2: Es la denominada rampa de voltaje, que puede ser aplicada de tres modos 
diferentes (lineal, rápida o lenta). En nuestro caso se optó por una rampa rápida, que 
consistió en alcanzar el máximo voltaje para la migración proteica (8,000 V y 2 h 30 min   
para tiras de 11 cm; 10,000 V durante 3h para tiras de 17 cm). FASE S3: En esta etapa 
tenía lugar la separación final de las proteínas de acuerdo con su pI, una vez alcanzado el 
máximo voltaje. El programa terminaba cuando se llegaba a los 35,000 voltios 
acumulados/ hora para tiras de 11 cm, y a los 60,000 voltios acumulados/hora para tiras 
de 17 cm. FASE S4: Es la denominada fase de mantenimiento, ya que se aplicaba un 
voltaje de 500 V para mantener las proteínas enfocadas dentro de las tiras de IEF una 
vez concluido el proceso. Durante todas las fases de la primera dimensión fue 
seleccionado un límite de 50 µA por tira, de modo que se minimizaba la reacción de 
carbamilación en las proteínas (debido a la presencia de urea en los tampones).  
5.2.- EQUILIBRADO DE LAS TIRAS DE IEF 
Para permitir la unión del detergente aniónico SDS a las proteínas de cara a la 
segunda dimensión y reducir/alquilar los grupos –SH de las proteínas las tiras de IEF se 
equilibraron en una carcasa de rehidratación utilizando un tampón de equilibrado con la 
composición siguiente: 50 mM Tris HCl pH 6.8, 6 M urea, 30 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) 
SDS). Las tiras de IPG se equilibraron en una carcasa de rehidratación en dos pasos y 
siguiendo este orden: i) Tampón de equilibrado suplementado con DTT, 10 mg/mL (2 mL 
por tira, 10 min en agitación); ii) Tampón de equilibrado suplementado con 
iodoacetamida, 25 mg/mL (2 mL por tira, 10 min en agitación). Una vez equilibradas las 
tiras, éstas se corrieron directamente o fueron congeladas a -80 ºC para su uso 
posterior. 
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 5.3.- SEGUNDA DIMENSIÓN: SDS-PAGE 
La separación de las proteínas en función de su peso molecular durante la 
segunda dimensión se realizó en geles de poliacrilamida de gran formato. Se prepararon 
geles con un porcentaje del 12-12.5 %, un grosor de 1.5 mm y un tamaño de 20 x 24 cm. 
Para la elaboración de dichos geles se utilizó agua destilada y las siguientes soluciones 
stock: 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, solución acrilamida:bisacrilamida (#161-0158) procedente 
de laboratorios Bio-Rad (CA, USA) con una concentración de acrilamida del 30 % (p/v) 
(37.5:1 acrilamida:bisacrilamida; 2.6 % C) y 10 % (p/v) SDS. La mezcla final consistió en 
una solución 375 mM Tris HCl pH 8.8, 12.5 % acrilamida/ y 0.1 % (p/v) SDS, que fue 
desgasificada para favorecer el proceso de polimerización. Este último fue iniciado con la 
adición de un volumen (6 mL) del stock 10 % (p/v) APS (persulfato amónico) seguido de 
la adición de un volumen (83 µL) del stock del catalizador 10 % TEMED (N,N,N´,N´-
Tetrametiletilendiamina). Los geles se dejaron polimerizar al menos 3h, recubiertos por 
una solución de isobutanol (2 partes de isobutanol x 1 parte de agua destilada) para que 
la superficie del gel fuese totalmente lisa. Tras la polimerización, se colocaron las tiras de 
IPG equilibradas (apdo. 5.2 equilibrado, Material y Métodos) sobre la parte superior del 
gel, evitando el atrapamiento de burbujas entre ellos. La posición de las tiras de IPG 
sobre los geles de la segunda dimensión fue fijada mediante una solución de sellado que 
consistía en agarosa 0.5 % (p/v) disuelta en 50 mM Tris HCl pH 6.8 y que contenía trazas 
de bromofenol poder visualizar el frente de migración de la electroforesis.  
Gracias al gran tamaño de los geles (20 x 24 cm) y para disminuir la variabilidad 
técnica se pudieron cargar dos tiras de IPG por gel, una correspondiente a una muestra 
de donantes sanos y otra correspondiente a una muestra de pacientes RA, lo que facilitó 
también los estudios comparativos. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron 
los SDS-PAGE Molecular Weight Standars Low Range de Bio-Rad (#161-0304; fosforilasa 
B de 97.4 kDa, seroalbúmina bovina de 66.2 kDa, ovoalbúmina de 45 kDa, anhidrasa 
carbónica de 31 kDa, inhibidor de tripsina de soja de 21.5 kDa y lisozima de 14 kDa). 
Estos fueron aplicados (10 μL) sobre un papel de filtro que se colocó entre ambas tiras 
de IPG. La electroforesis se resolvió en el sistema Ettan DALT Six System de GE 
Healthcare®, que permitía acomodar hasta 6 geles al mismo tiempo (por lo tanto, 12 
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muestras). El amperaje empleado fue de 85-95 mA (Power Pac 1000, Bio-Rad), y la 
electroforesis duró unas 22-23h a una temperatura constante de 15 ºC (MultiTemp III 
cooling device de GE). En el caso de los experimentos preliminares para poner a punto la 
técnica de 2-DE y en los experimentos de variabilidad (Resultados & Discusión, pág 139) 
la electroforesis se desarrolló en el sistema de carcasas Protean II XL 2-D Cell (Bio-Rad). 
En este caso la carcasa sólo tenía capacidad para dos geles de 20 x 20 cm, y debido a ese 
tamaño en cada gel sólo se pudo analizar una única tira de 17 cm en la que se había 
cargado 1 mg de proteína de la correspondiente muestra. La electroforesis se desarrolló 
a una temperatura constante de 4 ºC (en cámara fría) y con un amperaje de 15 mA 
(Power Pac 1000, Bio-Rad), a lo largo de aproximadamente 22-23h. Los marcadores de 
peso molecular utilizados fueron los ya mencionados en este apartado. 
6.- TINCIÓN 
Para poder visualizar las proteínas de los geles nos decantamos en nuestros 
experimentos por dos tipos de tinciones basadas por un lado en la tinción fluorescente 
Sypro Ruby (Bio-Rad) y por otro en el colorante orgánico Coomassie G-250. En este 
último caso dos protocolos fueron empleados: El denominado Coomassie G-250 “Blue 
Silver” y el comercial Coomassie G-250 Bio-Safe TM (Bio-Rad). Cada gel fue siempre 
teñido sólo en contenedores apilables de plástico y en las condiciones adecuadas para 
alcanzar la máxima intensidad de tinción. Finalizada la tinción, los geles fueron 
guardados al vacío y a 4 ºC en bolsas herméticamente selladas.  
Coomassie G-250 “Blue Silver” 
Este método fue el más ampliamente utilizado en nuestros ensayos. Se trata de 
una modificación de la fórmula original del Coomassie Coloidal G-250 (Neuhoff et al., 
1988; Candiano et al., 2004). Este protocolo presenta una alta sensibilidad (cercana a 1 
ng de proteína por banda según los autores, de ahí el nombre de “blue silver”) y buena 
linealidad. La mayor sensibilidad se debe al incremento en la cantidad de colorante y de 
ácido fosfórico en comparación con el protocolo original de Coomassie coloidal de 
Neuhoff, que potencia aún más el estado micelar del Coomassie. Además, la mayor 
cantidad de ácido fosfórico reduce aún más el pH, favoreciendo la captación de protones 
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por aminoácidos como Asp y Glu (menor número de cargas negativas en las proteínas) y 
permitiendo una mayor unión del Coomassie G-250 mediante interacciones iónicas a 
residuos básicos como His, Lys o Arg. Es un protocolo con una alta reproducibilidad 
debido a que es un método donde las proteínas son teñidas a punto final; es decir, la 
cantidad de proteína es directamente proporcional a la intensidad de tinción (Patton, 
2002). Otras ventajas de este tipo de tinción son la insensibilidad a ciertos parámetros 
(temperatura, tiempo de exposición, calidad de los reactivos, etc.) y la compatibilidad 
con espectrometría de masas.  
El protocolo del Coomassie Coloidal G-250 “blue silver” fue el siguiente: i) 
Fijación en una solución acuosa que contenía un 50 % (v/v) y un 3 % (v/v) ácido fosfórico 
durante al menos 3h (o toda la noche); ii) Lavado con agua destilada en tres etapas de 20 
min cada una y un volumen de 400 mL/gel; iii) Incubación de los geles con una solución 
acuosa que contenía un 34 % (v/v) de metanol, un 3 % (v/v) de ácido fosfórico, y 17 % de 
sulfato amónico durante 1h (330 mL/gel); iv) Tinción añadiendo a la solución anterior 
0.35 g/L Coomassie G-250 (disuelto en metanol) y dejando los geles en agitación durante 
5 días; v) Transcurrido dicho tiempo de tinción, se procedió a hacer el desteñido de los 
mismos con agua destilada (3 lavados con ~ 400 mL de agua destilada, de 30 min cada 
uno). 
Coomassie G-250 Bio-Safe TM 
Este método de detección también estaba basado en el uso de azul de Coomassie 
coloidal G-250. Consiste en una solución de tinción comercial lista para su uso que no 
requiere la utilización de metanol ni de ácido acético en la solución de desteñido (de ahí 
el nombre de Bio-SafeTM (Bio-Rad; #161-0787). Aunque la casa comercial señala que se 
trata de un protocolo muy sensible que produce una ratio señal/ruido muy elevada lo 
cierto es que su sensibilidad es bastante menor que la alcanzada con el protocolo “blue 
silver”. Sin embargo, la solución de tinción Bio-Safe™ fue empleada para teñir los geles 
de electroforesis mono- y bidimensionales en muchos de los experimentos preliminares 
debido a la simpleza y rapidez del protocolo y al hecho de que no interfiere con la 
identificación de proteínas por espectrometría de masas, permitiendo una correcta 
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identificación de las proteínas analizadas. El protocolo consistió en lavar los geles con 
abundante agua milli-Q tras la electroforesis, con el fin de eliminar los restos de SDS que 
interferían con la tinción. Seguidamente los geles fueron sumergidos en ~ 300 mL de 
solución Bio-Safe e incubados durante toda la noche sin agitación. Para desteñir los 
geles, se realizaron varios lavados de 30 min cada uno con ~ 350 mL de agua destilada. El 
tiempo total de los lavados fue de 4h. 
SYPRO®Ruby 
Se trata de una solución comercial (Bio-Rad; #170-3125; Molecular Probes, USA) 
que viene lista para ser usada (1X). Esta tinción está especialmente formulada para 
detectar proteínas analizadas mediante 2D-PAGE con elevada sensibilidad y rango lineal, 
siendo además totalmente compatible con espectrometría de masas (López et al., 2000). 
Su sensibilidad  es igual a la obtenida mediante tinción de plata y mayor que la obtenida 
mediante tinciones orgánicas (Berggren et al., 2000). Esta alta sensibilidad fue un 
condicionante para su uso en la detección de proteínas en los experimentos con 
bibliotecas de péptidos aleatorios (ProteoMiner), ya que la cantidad de muestra que se 
podía cargar en los geles era muy limitante. El protocolo que se siguió fue el siguiente: i) 
Fijación con una solución acuosa que contenía 40 % (v/v) de etanol y 10 % (v/v) de ácido 
acético durante toda la noche (o/n); ii) Tres lavados con ~300 mL/gel de agua destilada 
con una duración de 30 min cada uno; iii) Tinción con la solución comercial Sypro Ruby®, 
(200 mL/gel) durante al menos 4 h (podía dejarse o/n) y siempre en oscuridad, ya que 
como todas las moléculas fluorescentes es fotosensible; iv) Desteñido durante 20 min en 
una solución acuosa (300 mL/gel) que contenía 10 % (v/v) de etanol y 7 % (v/v) de acido 
acético; finalmente, v) los geles fueron lavados dos veces (~300 mL/gel, 10 min cada 
lavado) con agua destilada para retirar el olor a acético.  
Esta tinción fue visualizada mediante un transiluminador de luz azul ya que tiene 
2 picos máximos de excitación 280 y 450 nm y un máximo de emisión próximo a 610 nm. 
Los geles fueron digitalizados a través del analizador de imágines luminiscentes con 
cámara Fuji, denominado LAS 3000, que mediante el uso de LEDs (verde: 520 nm, Rojo: 
630nm Y azul: 470 nm) permite detectar  una gama más amplia de reactivos 
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fluorescentes, como es el caso de SYPRO Ruby (LED azul: 470 nm) 
“http://www.imbb.forth.gr/facilities/las3000_detection_system.pdf” 
7.- ANÁLISIS DE DATOS 
7.1.- ANÁLISIS DE IMAGEN 
7.1.1.- PDQuestTM 7.3.1 
Los geles fueron digitalizados mediante el escáner calibrado ScanMaker 9800XL 
de Microtek a una resolución de 300 dpi y con una escala de grises de 16 bits para tener 
un buen rango dinámico. Las imágenes resultantes fueron salvadas en el formato *TIFF, 
y analizadas mediante el programa PDQuestTM versión 7.3.1 (Bio-Rad). El PDQuest es un 
software informático que permite visualizar, analizar y crear bases de datos a partir de 
geles bidimensionales, siendo por ello una herramienta básica para la interpretación de 
resultados procedentes de estudios proteómicos de este tipo. Permite, por ejemplo, 
desvelar cambios de posición o la existencia de diferencias (tanto cualitativas como 
cuantitativas) en spots presentes en los múltiples geles que conforman un experimento 
de Proteómica. Como muchos de los programas clásicos de análisis de imágenes de 2-
DE, estos estudios en PDQuest constan de tres etapas: i) detección de los spots 
presentes en cada uno de los geles; ii); detectar si un spot en un gel de referencia está 
presente o ausente en el resto de los geles de un experimento o bien si ha cambiado de 
posición (“matching”); iii) cuantificación de los spots. 
Cada una de las imágenes empleadas está compuesta por pequeños píxeles 
individuales. Cada píxel representa la posición vertical y horizontal de la imagen 
(coordenadas X e Y) y el valor de intensidad del mismo (coordenada Z). Para que una 
mancha sea visible y cuantificable, por tanto, la intensidad del conjunto de píxeles de la 
misma debe ser más alta que la intensidad del conjunto de píxeles que conforman el 
fondo del gel. Por este motivo, el primer paso que seguimos para comenzar un análisis 
con este software fue seleccionar las imágenes a analizar, ajustar su tamaño y 
orientación y eliminar algo del ruido de fondo (“background”) empleando la herramienta 
“Filter Wizard” de PDQuestTM y distintos tipos de filtros (en función del tipo de ruido 
observado). Se definieron una serie de parámetros adecuados para poder realizar la 
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detección de los “spots”. Esto último fue posible gracias a la función “Spot Detection 
Wizard”, una herramienta que automatiza el proceso de establecer las condiciones de 
sensibilidad, tamaño mínimo y tamaño máximo de los spots que queríamos que el 
programa reconociese como válidos. A continuación, el programa realizó una detección 
automática de todos los spots identificados en cada una de las imágenes.  
Tras este paso, fue siempre necesario realizar una detección manual para 
seleccionar aquellos spots válidos que el software no hubiese detectado, o para eliminar 
otros considerados artefactos. También se empleó las herramientas “Spot Boundary” 
para definir aquellos spots de proteínas muy abundantes como la albúmina, A1AT, 
transferrina, haptoglobina, etc., que debido a su naturaleza irregular o saturada eran de 
más difícil cuantificación mediante un modelado Gausiano (ver Figura 19). Durante este 
proceso de detección de los spots también se eliminaron líneas verticales/horizontales 
de los geles y se restó el valor de background empleando el método del la pelota 
flotante (“floating ball”).  
Una vez procesados todos los geles y detectados los spots, las imágenes 
originales escaneadas fueron filtradas y procesadas por el programa. De este modo, a 
partir de cada imagen original se generó una imagen filtrada y a partir de esta última una 
imagen gausiana; es decir, una imagen sintética o virtual sobre la que trabaja el 
programa. Este tipo de imágenes gausianas contienen spots gausianos, que son una 
representación precisa y tridimensional de los spots originales escaneados. Estas 
imágenes gausianas no presentan, sin embargo, aquellos spots existentes en las 
imágenes originales pero no en las imágenes filtradas, si bien podían ser añadidos (o 
eliminados) a posteriori en dicha imagen gausiana. De este modo, el programa facilitaba 
la identificación y cuantificación de aquellos spots borrosos, saturados o solapados cuya 
identificación y cuantificación era muy difícil sobre la imagen Raw 2D (imagen original 
escaneada).  
La cantidad de un spot se corresponde con su intensidad total en una imagen de 
un gel bidimensional, la cual es directamente proporcional a la cantidad de proteína 
existente en dicho spot. En el caso de los spots definidos mediante las “Boundary Tools” 
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esta intensidad total se corresponde con la suma de las intensidades de los pixeles 
dentro de los límites del spot. En cuanto a los spots Gausianos, el programa PDQuestTM 
no suma las intensidades de los pixeles dentro de los límites del spot, sino que aplica una 
fórmula que le permite cuantificarlos: Altura del spot x π (3.141592..) x  σx (desviación 
estándar de la distribución Gausiana del spot en la dirección del eje x; expresado en 
unidades de imagen) x σy (desviación estándar de la distribución Gausiana del spot en la 
dirección del eje y; expresado en unidades de imagen). Una unidad de imagen = 100 μm 
o 0.1 mm. A su vez, la altura del spot es el valor del pico de la representación Gausiana, 
medido en unidades de densidad óptica (OD; el ScanMaker 9800XL utilizado en nuestros 
ensayos trabaja con unidades de OD). De este modo, esta fórmula permitió a PDQuestTM 
cuantificar los spots Gausianos y expresarlos en OD x IU2. 
El siguiente paso fue la creación de un “Matchset”. La función “Matchset” del 
PDQuestTM nos permitió comparar y analizar los spots presentes en todos los miembros 
(geles) de un experimento, una vez que éstos habían sido detectados por el programa. 
Cada imagen del matchset (denominada miembro) aparecía en forma de imagen 
original, imagen filtrada (copia de la imagen original escaneada, filtrada y procesada) e 
imagen gausiana. Pero además, PDQuestTM seleccionaba automáticamente uno de los 
miembros del matchset como gel maestro (“master gel”) en función de la calidad 
promedio de sus spots, y generaba a partir de dicho miembro una imagen maestra 
virtual (Master image; Figura 19). Esta última imagen, tras la adición de diferentes spots, 
contenía todos y cada uno de los presentes en los diferentes miembros del Matshset. 
Por lo tanto, elegimos para nuestro análisis una estrategia de comparar 
simultáneamente todos los geles de la situación A (sanos) con todos los geles de la 
situación B (enfermos RA), generando una única imagen maestra. Tras crear dicho 
Matchset, dio comienzo el reconocimiento de cada uno de los spots presentes en el gel 
maestro a lo largo de los distintos geles del estudio. Debido a la complejidad de nuestras 
muestras no pudimos trabajar en modo automático, de forma que dicho proceso se 
acometió de manera manual mediante el uso de “landmarks”, es decir, spots bien 
resueltos para los cuales estábamos completamente seguros que representaban la 
misma proteína en todos los geles. 
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Una vez concluido este proceso, todos los spots fueron revisados empleando la  
función “Spot Review” dentro de las herramientas de análisis de PDQuestTM. Este 
programa también permite establecer diferentes clases y grupos con los datos de un 
experimento. En nuestro caso, se crearon dos clases (sanos y enfermos), cada una de 
ellas compuesta por un determinado número de grupos (9 grupos para el 
inmunoglobulinoma y 8 grupos para el estudio con suero sin inmunoglobulinas ni 
albúmina). A su vez cada, grupo presentó tres réplicas. Finalizado este proceso, las 
cantidades de los spots en cada gel fueron normalizadas. Con la normalización se 
eliminaron las variaciones debidas a factores de manipulación como pueden ser errores 
de pipeteo, pérdidas de muestra durante el proceso de hidratación activa de las tiras de 
IPG, variaciones en el proceso de tinción, errores en la cuantificación, etc. En el método 
de normalización elegido (“total density in gel image”) la cantidad de partida de cada 
spot en cada miembro del matchset fue dividida por el valor de intensidad total de todos 
A BFigura 19. Representación del gel máster (FR del suero fraccionado). Podemos observar dos 
representaciones, el gel maestro o máster (A) y otro gel cualquiera del análisis, en este caso 
S10 (B). El máster es una imagen virtual que contiene todos los spots que se encuentran en 
los diferentes geles del experimento; por el contrario el S10 es la imagen original escaneada 
(imagen Raw 2D). Todos los spots marcados en la imagen (B) se encuentran representados 
en el máster (A). 
 
A B 
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los píxeles de la imagen. Este modo de normalización asume que la intensidad total de 
una imagen (fondo+spots) va a variar poco de un gel a otro. Dentro de las herramientas 
de análisis de PDQuestTM también empleamos la función Mrai para introducir los valores 
de peso molecular y punto isoeléctrico de cada spot y la función “Scatter-plot” para 
mostrar el grado de relación entre dos condiciones (por ejemplo, dos geles dentro de la 
misma réplica, dos grupos de réplicas o dos clases dentro de un matchset). En este tipo 
de análisis la cantidad normalizada de cada spot en la primera condición fue 
representada (en escala logarítmica) en el eje X frente a la cantidad en la segunda 
condición (eje Y). Este tipo de representaciones venían acompañadas de datos como la 
pendiente o el coeficiente de correlación (valores 0-1), lo que nos permitió calcular la 
variabilidad inter- e intra-muestral. Finalmente, las herramientas de PDQuestTM 
denominadas “Analysis Sets” admitían análisis de tipo cualitativo (spots presentes en 
sanos pero no en pacientes o viceversa), cuantitativo (cuantificación relativa; spots que 
estaban incrementados o reducidos un número X de veces en pacientes con respecto a 
sanos; “fold-change”), análisis booleanos y análisis estadísticos (T de Student, Mann-
Whitney, Wilcoxon, PLS; ver apdo. 7.2 de Material y Métodos).     
7.1.2.- REDFINsolo 2-D gel image analysis software 
El análisis de imagen de los geles pertenecientes a los ensayos con librerías de 
péptidos aleatorios se llevó a cabo mediante el software REDFINsolo 2D, de la casa 
LUDESI (http://www.ludesi.com/software/download/; , Sweden). Durante el análisis las 
seis imágenes (en formato TIFF) de los geles a estudiar (teñidos con SYPRO®Ruby) fueron 
cargadas, analizadas para evaluar su calidad, el tipo de tinción indicado, editadas y el 
número de réplicas técnicas indicado. La estrategia que se sigue a la hora de analizar las 
imágenes en REDFINsolo 2D es muy distinta a la de PDQuestTM, ya que se basa en la 
deformación de la imagen y la detección de todos los “spots” en una única imagen 
denominada imagen-fusión. En primer lugar, seleccionamos la imagen de referencia 
adecuada para ser utilizada como imagen-fusión. La imagen-fusión, es una imagen 
compuesta por todas las imágenes del experimento. Contiene todos los spots presentes 
en los geles del análisis y se considera como una imagen maestra o máster. La 
deformación de la imagen-fusión significa la alineación de todas las imágenes entre sí 
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mediante algoritmos específicos del programa. A pesar de que esta deformación y 
alineación automática de todas las imágenes, respecto a la imagen-fusión, es 
determinante para asegurar unos resultados óptimos, siempre es necesario realizar 
ajustes manuales, sobre todo en la periferia de los geles, para generar un solapamiento 
más perfecto de las imágenes (debe de aparecer como un único gel con algunos spots en 
colores ligeramente diferentes) 
Una vez comparadas y alineadas todas las imágenes de los geles, el siguiente 
paso fue detectar los spots en el máster y en todos y cada uno de los geles del 
experimento (diferencias presencia/ausencia). La detección de los spots, en el máster, es 
automática, simplemente ajustando la sensibilidad de la detección. También se puede 
modificar manualmente en el máster los bordes de cada spot o adicionar o eliminar 
spots durante el análisis. En este paso, además, se eliminan todas las interferencias del 
análisis como son burbujas, grietas y spots no validos (procedimiento manual). Una vez 
establecido el máster y detectados todos los spots, el software permite normalizar 
(descartando de esta forma variaciones debidas a factores de manipulación, como 
errores de pipeteo, cuantificación etc), eliminar la señal de fondo, filtrar el ruido y crear 
los diferentes grupos del análisis (en nuestro caso hubo dos grupos, el “pool” sanos y el 
“pool” de enfermos RA). El software REDFIN permite aplicar diferentes test estadísticos, 
tanto univariantes (ANOVA, Mann-Whitney) como multivariantes (Análisis de Componentes 
Principales), en función de las necesidades de cada análisis (ver siguiente sección).   
7.2.- ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Algunos de los análisis estadísticos fueron llevados a cabo mediante las 
herramientas estadísticas existentes dentro de los programas de análisis de imagen 
PDQuestTM (Bio-Rad) y REDFINsolo 2D (Ludesi). En el caso de los ensayos de Proteómica 
Diferencial realizados con las muestras de inmunoglobulinoma y el ensayo definitivo con 
las muestras de suero sin inmunoglobulinas ni albúmina los datos de cuantificación de 
los spots en PDQuestTM fueron analizados mediante el programa R (http://www.R-
project.org/) (R Core Team, 2012) por la Dra. Rosa María Crujeiras Casais, del 
Departamento de Estadística e Investigación Operativa de la Facultad de Matemáticas 
de la Universidad de Santiago de Compostela.  
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7.2.1.- Análisis univariante 
En los análisis estadísticos llevados a cabo, se consideró como variable respuesta 
o independiente (VI) los datos de cuantificación de cada uno de los spots y como 
variable dependiente (VD) o factor la variable que define el estado de salud o 
enfermedad (VD=0 si sano, S; VD=1 si enfermo, SAR). Para analizar las posibles 
diferencias entre la VI en ambos grupos se utilizó un contraste paramétrico (prueba T) 
siempre que fuese posible, y un contraste no paramétrico en otros casos (Milton, 2007).  
En concreto, se contrastó si la media de la VI era igual (H0; hipótesis nula) o 
diferente (H1; hipótesis alternativa) en ambos grupos de la VD, utilizando una prueba T 
de Student. Esta prueba paramétrica nos permitió la comparación de medias entre dos 
grupos, pero bajo ciertas hipótesis: (1) la variable dependiente seguía una distribución 
normal en todos los grupos, con la misma varianza (homocedasticidad); y (2) las 
mediciones dentro de cada grupo y entre grupos eran independientes (Milton, 2007). 
Dado que se trataba de distintos grupos de individuos (sanos y enfermos), la condición 
(2) se verificaba en nuestros experimentos. En caso de que la hipótesis de 
homocedasticidad no se cumpliese (varianzas en los grupos diferentes), la prueba T se 
podía adaptar para tener esto en cuenta.  
Cabe destacar que la prueba T es equivalente, para el caso de dos grupos, al 
análisis de varianza (ANOVA), que sirve para comparar las medias poblacionales de una 
variable cuantitativa medida en varios grupos bajo los mismos supuestos que la prueba T 
(Milton, 2007). EL ANOVA de un factor también nos permitió, dentro del programa de 
análisis de imagen  REDFINsolo 2D (Ludesi), contrastar la hipótesis nula (H0) de que las 
medias poblacionales de la variable independiente (intensidad de cada spot) en los 
distintos grupos (sanos y enfermos) coincidían. Para realizar esta prueba, se construyó 
un estadístico de contraste (estadístico F) que comparaba la variabilidad interna de los 
grupos frente a la variabilidad entre los grupos. Si dicho estadístico de contraste 
generaba un valor bajo no había razón para rechazar la H0, pero en caso de ser alto era 
indicativo de la existencia de diferencias entre las medias. La determinación del valor 
alto o bajo del estadístico se realizó atendiendo a la distribución del mismo, que sigue 
una F de Snedecor.  
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Sin embargo, para algunos casos, la variable dependiente no siguió la distribución 
normal (lo cual se contrastó mediante un test de Shapiro-Wilk; Milton, 2007). En estos 
casos, se utilizaron otros contrastes no paramétricos que permitiesen la comparación de 
la cantidad de estos spots entre los grupos. En concreto, se consideró la prueba U de 
Mann-Whitney, considerando como hipótesis nula que la distribución de la VD en los 
dos grupos era la misma. En caso de tener más de dos grupos, se podía utilizar la 
generalización de esta prueba, que es el test de Wilcoxon.  
En otras situaciones, fue necesario trabajar con dos variables categóricas o 
factores (el caso de la Tabla 28 en Resultados y Discusión; haptoglobinas), en las que el 
objetivo fue ver si eran independientes. Los datos se recogieron en tablas de 
contingencia, en donde en cada dimensión se colocaron las categorías de las variables de 
interés, y en los “cruces” el recuento de individuos de cada tipo. La prueba chi-cuadrado 
de independencia permitió abordar este problema (contrastar H0: las variables son 
independientes). Sin embargo, esta prueba se basa en la distribución asintótica (número 
grande de individuos) del estadístico de contraste. En caso de que el tamaño de muestra 
no fuese lo suficientemente grande, o ésta no se encontrase bien balanceada en las 
distintas categorías, se utilizó el test exacto de Fisher (Milton, 2007). 
En los distintos tests que se aplicaron, se consideró un nivel de significación del 5 
%. Por tanto, se rechazó la hipótesis nula cuando el p-valor asociado al estadístico de 
contraste fue inferior a este nivel (el p-valor asociado nos da la probabilidad de obtener 
valores mayores que el observado, bajo la hipótesis nula). 
7.2.2.- Análisis multivariante 
En nuestros estudios definitivos con las muestras de suero sin inmunoglobulinas 
ni albúmina los datos de cuantificación de los spots obtenidos en PDQuestTM fueron 
sometidos a dos métodos estadísticos de análisis multivariante. En concreto, se hizo uso 
de un método de reducción de la dimensión (componentes principales) y de un método 
de clasificación (análisis clúster jerárquico) (Everitt, 2004). 
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Componentes principales 
El método de componentes principales permitió resumir una gran cantidad de 
variables correlacionadas en unas pocas componentes principales. Básicamente, el 
método buscaba combinaciones lineales de las variables originales que representasen lo 
mejor posible la variabilidad presente en los datos. Las componentes principales fueron 
dichas combinaciones lineales, que además pudiesen ser utilizadas en análisis 
posteriores. Al reducir la dimensión, con la consecuente pérdida de información, 
tuvimos que decidir cuántas componentes se consideraban. Para ello, el criterio que se 
siguió fue el de la varianza explicada. Otra observación importante es que los resultados 
de un análisis de componentes principales dependen de la escala de medida de las 
variables originales. Para evitar esta dependencia, se trabajó sobre variables 
estandarizadas, lo que equivalía a considerar la matriz de correlaciones en lugar de la 
matriz de covarianzas (Everitt, 2004). 
Análisis clúster 
La técnica de análisis clúster nos permitió agrupar individuos, en grupos no 
definidos de antemano, en base a las observaciones de varias variables. En este caso, se 
utilizó una técnica de formación de grupos de tipo jerárquico aglomerativo, donde 
partiendo de una matriz de distancias entre individuos, se construyó un árbol de 
clasificación considerando como grupos iniciales cada uno de los individuos. Para la 
asignación de grupos, a partir de los individuos, se consideraron distintas distancias 
(mínimo, máximo y promedio) obteniendo resultados similares. Las unidades a clasificar 
fueron los individuos del estudio, y las puntuaciones sobre las componentes principales de 
los distintos spots para cada uno de ellos fueron las variables consideradas para la 
clasificación (Everitt, 2004). 
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8.- IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS POR HUELLA PEPTÍDICA (PMF) 
Los spots de interés en los geles de 2-DE fueron recortados adaptándose 
estrictamente a su contorno (1-2 mm de diámetro), con el fin de que no se incrementase 
la cantidad de acrilamida en la muestra. Este proceso se llevó a cabo con puntas de 
micropipeta amarillas (volumen máximo 200 μL) recortadas y estériles, empleando 
guantes, bata y mascarilla para evitar cualquier tipo de contaminación de las muestras 
con queratinas, que abundan en el polvo, los cabellos y las huellas dactilares. Estas 
muestras se depositaron en tubos eppendorf de 1.5 mL que contenían agua milli-Q antes 
de su envío al Servicio de Espectrometría de Masas y Proteómica de la Red de 
Infraestructuras de Apoyo a la Investigación y al Desenvolvimiento Tecnológico (RIAIDT). 
Una vez en dicho servicio, las proteínas fueron digeridas dentro de los geles (“In-gel”) 
con tripsina mediante el kit Montage In-Gel DigestZP de la casa Millipore (USA), en el que 
las soluciones empleadas en las diversas etapas son pipeteadas dentro de los pocillos de 
una placa y su eliminación es realizada a través del fondo de los mismos pocillos 
mediante vacío. Brevemente, el proceso consta de cinco etapas que son: i) desteñido; ii) 
deshidratación; iii) corte proteolítico; iv) extracción; v) adsorción en ZipTips. En primer 
lugar los fragmentos de gel con las proteínas de interés se colocaron en distintos pocillos 
de una microplaca y las proteínas se destiñeron durante 20 min con 100 μL de una 
solución de desteñido comercial basaa en acetonitrilo (ACN) y bicarbonato amónico (4 
veces). A continuación los geles fueron deshidratados y encogidos mediante el uso de 
200 μL 100 % ACN durante 10 min. Las proteínas fueron posteriormente digeridas con 
50 μL de una solución de tripsina porcina en bicarbonato amónico (10-150 ng) durante 
6h a 37 ºC o bien durante toda la noche (o/n) a 30 ºC. Los péptidos resultantes de la 
digestión fueron extraídos mediante la incubación con 50 μL de solución de extracción 
(ACN/TFA) durante 30 min, concluido lo cual fueron transferidos mediante vacío a una 
nueva microplaca, secados hasta alcanzar un volumen <5 μL en un concentrador 
centrífugo de vacío con adaptador de microplacas (SpeedVac), resuspendidos en 10 μL 
de solución de lavado ZipTip y desalados en puntas comerciales (ZipTipμC18) acopladas a 
micropipetas de 10 μL que contenían una fase reversa C18 para aumentar la calidad de 
los espectros. Se establecieron una serie de controles que consistieron en: i) control de 
digestión, en la que se difería una proteína conocida (marcador de peso molecular del 
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propio gel); ii) control de contaminantes, en la que se utilizaba una fragmento de gel que 
no contenía ningún spot o se omitía incluso éste para poder observar los picos de 
autodigestión de la tripsina; iii) control de sensibilidad, en la que se identificaba un 
estándar de BSA de muy baja concentración (50 mol).    
La identificación por espectrometría de masas de las proteínas presentes en los 
spots se realizó mediante huella peptídica (“peptide mass fingerprinting” o PMF) 
mediante un espectrómetro de masas Ultraflex III TOF/TOF de la casa Bruker que 
combinaba una fuente de ionización MALDI (“Matrix-assisted laser 
desorption/ionization”) con un analizador de masas TOF (“Time Of Flight”)/TOF que 
permitía determinar con gran exactitud la masa de los péptidos resultantes de la 
digestión tríptica. La elución de los péptidos trípticos acumulados en las puntas 
ZipTipμC18 se realizó aspirando 2 μL de matriz de MALDI (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 
en ACN/TFA), dispensando los péptidos directamente sobre la placa de MALDI y dejando 
secar las gotas antes de la adquisición. Los espectros de masas generados por este tipo 
de espectrómetros son sencillos de interpretar, debido a que los péptidos ionizados 
contienen por lo general una única carga, lo que reduce el número de picos. Este 
instrumento realiza un procesamiento automático de los espectros (substracción del 
fondo, suavizado, etc.) y de reconocimiento de cada pico, determinando las masas 
monoisotípicas de los péptidos más significativos y descartando algunos contaminantes 
como los procedentes de la tripsina, queratinas o polímeros.  
La medida de la masa de los péptidos trípticos generó un espectro de masas, 
denominado huella peptídica, que es característico de dicha proteína y permite 
identificarla de forma inequívoca cuando se compara dicha la huella peptídica obtenida 
de forma experimental con la teórica fruto de cortar con tripsina “in silico” la secuencia 
de la misma proteína almacenada en las distintas bases de datos disponibles. Dentro de 
los diferentes motores de búsqueda disponibles (MASCOT, PepMAPPER, ProFound, etc.) 
se seleccionó Mascot Peptide Mass Fingerprint (Matrix Science; 
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF ). Para 
dicha búsqueda se cargó en MASCOT un fichero con la lista de picos procedente del 
espectrómetro de masas. Se tuvieron en cuenta no sólo los valores m/z de los 
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principales péptidos sino también la especie de la cual derivaban las muestras (Homo 
sapiens) o las bases de datos frente a las cuales se realizaba dicha búsqueda (MSDB, que 
desde 2006 no está actualizada, y sobre todo NCBInr, que contiene entradas 
procedentes de GenBank CDS translations, PIR, SWISS-PROT, PRF y PDB). En cuanto a las 
modificaciones químicas esperables en los péptidos, se consideraron tanto fijas como 
variables. Debido a la alquilación de las cisteínas con iodoacetamida, se seleccionó como 
modificación fija (presente en todas las cisteínas) el carbamidometil. Por otro lado, como 
modificación variable (no presente en todos los aminoácidos) se consideró la oxidación 
de la metionina. Como enzima de corte fue seleccionada la tripsina, admitiendo un único 
corte perdido. Se utilizó en la identificación por MASCOT una estima del peso molecular 
del spot del gel en kDa, una tolerancia admitida en la masa de los péptidos de ± 50 ppm 
y se señaló la forma en que los valores de masa de los péptidos eran introducidos (MH+ 
por utilizar una fuente de ionización MALDI, y valores de masa monoisotípicas).  
Los resultados de una identificación por PMF empleando MASCOT mostraban en 
primer lugar la proteína que había sido identificada con mayor probabilidad, así como su 
masa nominal (Mr), su punto isoeléctrico calculado (pI), el número de péptidos buscados 
inicialmente y el número de péptidos que finalmente habían sido encontrados por 
MASCOT en dicha proteína (indicando los valores de m/z observados 
experimentalmente, los calculados y la diferencia en ppm). MASCOT también indicaba la 
ubicación de los péptidos identificados dentro de la secuencia primaria de la proteína y 
el valor de cobertura (en %), así como también el número de cortes trípticos perdidos (0 
o 1) y las modificaciones consideradas en dicha identificación. Más importante, la 
identificación de la proteína por MASCOT iba acompañada de un histograma con una 
puntuación (“Probability Based Mowse Score”) que suponía una indicación del grado de 
confidencia estadística de la identificación o de la calidad del resultado. Esta puntuación 
viene dada por la expresión -10 x Log10(P), en donde P  es la probabilidad absoluta. De 
este modo una probabilidad de 10-20 se traduce en una puntuación de 200, un valor que 
tiene en cuenta factores como la exactitud asumida en las mediciones, el número de 
valores m/z (péptidos) utilizados en la búsqueda y el número de ellos identificado en la 
proteína (cobertura), el tamaño de la base de datos empleada, la longitud de secuencia 
primaria de la proteína, el tamaño de los péptidos identificados, etc. Un valor de 
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puntuación por encima de 65 suponía considerar una identificación como significativa 
con un grado de significación de p<0.05; es decir, que la probabilidad de que aún 
superado dicho valor umbral esa identificación fuese falsa (falso positivo) era del 5 %. 
Finalmente, en cada búsqueda en MASCOT también se indicaba un valor de expectativa 
o valor esperado (“expectation value”), equivalente al valor-E en las búsquedas de Blast. 
Dicho valor viene definido por el número de coincidencias con puntuaciones iguales o 
mejores que se esperaría que ocurriesen simplemente por casualidad, lo cual quería 
decir que cuanto menor fuese más significativo debíamos considerar el “Mowse Score”. 
Por lo tanto, para dar por buena una identificación el proceso se repitió varias veces (con 
spots procedentes de diferentes geles), se trabajó con varias bases de datos (NCBInr, 
MSDB) y se tuvo en cuenta la existencia de un número elevado de péptidos reconocidos, 
la existencia de una buena cobertura, unos valores de peso molecular y pI teóricos 
cercanos a lo observado en los geles y, lo más importante, el Mowse score y el valor 
esperado.  
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Las muestras más frecuentes en el laboratorio clínico son el plasma y el suero, 
dado que su obtención es mínimamente invasiva. El estudio de su proteoma resulta muy 
interesante, debido a la presencia de numerosas especies proteicas (con un abanico muy 
amplio de concentraciones) capaces de aportar datos interesantes sobre el estado 
fisiopatológico del organismo (Pando-Robles & Lanz-Mendoza, 2009; San Miguel-
Hernandez et al., 2010). El número de proteínas que conforman el proteoma del plasma 
o suero está creciendo constantemente, sobre todo gracias a metodologías modernas 
que han ido ganado peso en este tipo de estudios proteómicos, como la cromatografía 
líquida multidimensional acoplada a espectrometría de masas (“shotgun proteomics” o 
MudPIT). Así, el último listado proporcionado por el Proyecto del Proteoma del Plasma 
humano (PPP; “Plasma Proteome Project”) de la HUPO (“Human Proteome 
Organization”) arroja un número de 1929 proteínas recogidas en el “PeptideAtlas” 
(Farrah et al., 2011) (http://www.peptideatlas.org/hupo/hppp/). Sin embargo, la 
electroforesis bidimensional (2-DE) (O´Farrell, 1975; Klose, 1975) sigue siendo una de las 
técnicas más profusamente utilizadas en Proteómica de fluidos biológicos, y ello pese a 
algunos problemas que dificultan su aplicación y que favorecen la visualización de las 
proteínas más abundantes en detrimento de las más infrecuentes: grado de resolución, 
reproducibilidad, incompatibilidad con proteínas hidrofóbicas o de puntos isoeléctricos 
extremos y sobre todo el pequeño rango de concentraciones de las proteínas detectadas 
tras la tinción (no más de 3 órdenes de magnitud), (Corthals, 2003).  
La razón del uso estriba en que la 2-DE sigue siendo especialmente adecuada si 
se trabaja con muchas muestras, si el objetivo del análisis proteómico es resolver 
mezclas complejas de proteínas en un solo paso y si se pretende la obtención de datos 
cuantitativos en un contexto, en donde existe un elevado polimorfismo en las proteínas 
debido a causas genéticas o postraduccionales (glicosilación, oxidación, fosforilaciones) 
(Pando-Robles & Lanz-Mendoza, 2009;  San Miguel-Hernandez et al., 2010). Además, en 
el caso de fluidos biológicos como el plasma o el suero apenas existen proteínas 
hidrofóbicas o con puntos isoeléctricos extremos, mientras que otros problemas de la 2-
DE como la reproducibilidad pueden ser parcialmente solucionados con el uso de tiras 
comerciales de gradientes inmobilizados de pH. Más problemático resulta el bajo rango 
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dinámico de concentraciones detectadas por 2-DE, que contrasta con los más de 10-11 
órdenes de magnitud de concentraciones de proteínas del suero (ej., 40 mg/mL de la 
albúmina a los 0.4-4 pg/mL de una citoquina), muy superior al que se puede encontrar 
en tejido u otros fluidos biológicos. Para solucionar estos problemas, han sido 
desarrollados varios sistemas de simplificación de la muestra, como la cromatografía de 
afinidad o las librerías peptídicas. Esta tesis está centrada precisamente en el desarrollo 
de una nueva metodología de fraccionamiento de muestras de suero y en su aplicación 
en conjunto con la electroforesis bidimensional al caso particular de la Artritis 
Reumatoide.  
1.- MUESTRAS DE SUERO. VARIABLES PREANALÍTICAS Y ELIMINACIÓN DE 
INMUNOGLOBULINAS MEDIANTE ADSORCIÓN TIOFÍLICA (T-GEL) 
El PPP de la HUPO emplea EDTA-plasma para sus estudios, debido a que 
observan menos degradación ex vivo y variabilidad en los datos al no tener lugar el 
proceso de coagulación, durante el cual son liberadas algunas sustancias intracelulares 
procedentes de plaquetas (K+, LDH) normalmente no presentes en el plasma in vivo. Sin 
embargo, es nuestro estudio se van a emplear muestras de suero, que se obtienen tras 
recoger la sangre en tubos siliconados que contienen geles que favorecen el proceso de 
coagulación y permiten separar físicamente el suero de la fracción celular tras un 
proceso de centrifugación.  La razón del uso de muestras de suero reside en que las 
posibles proteínas procedentes de plaquetas son, en realidad, muy poco abundantes; 
(Ray et al., 2011), pero sobre todo, en la ausencia de los factores que intervienen en la 
coagulación sanguínea, lo que supone una gran simplificación de la muestra 
(Thadikkaran et al., 2005) (por ejemplo, al eliminar el fibrinógeno, una proteína con una 
concentración en plasma de 2-4 mg/mL).  
Como se comento en el aptdo. 1 de Material y Métodos para reducir la 
variabilidad analítica, las muestras fueron recogidas en tubos BD Vacutainer® SSTTM II 
Advance del mismo lote y aproximadamente a la misma hora de la mañana, evitando así 
posibles variaciones circadianas. También se tuvieron en cuenta otros aspectos que 
afectaban a la variabilidad biológica (edad, sexo, raza, embarazo, dieta, ejercicio, estrés, 
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fármacos), y cuestiones técnicas como la postura a la hora de la extracción o el tiempo 
de aplicación del torniquete. Las muestras de suero fueron cuidadosamente 
transportadas a temperatura ambiente con los tubos en vertical, para evitar procesos 
hemolíticos (si estos se producían, las muestras eran descartadas). Finalmente, se añadió 
un cóctel de inhibidores de proteasas (aptdo. 1 de Material y Métodos) para evitar la 
degradación de las proteínas séricas antes de ser congeladas (Tabla 7).    
 
Tabla 7. Condiciones probadas para la preparación de muestras y análisis 2-DE 
 
Tipo de muestras: sueros de pacientes con RA/donantes sanos (caucásicos).  
Hora de extracción: 9-10h.  
Tubos: 3.5 mL BD Vacutainer® SST
TM
 II Advance (lot #526629C). 30 min de coagulación (RT). 
Descartando procesos hemolíticos. 
Manipulacion de las muestras: 3,000 xg (15 min, 4 ºC).  
Eliminación de restos celulares: 13,000 xg (15 min, 4 ºC).  
Tiempo de procesamiento: 1h después de la flebotomía.  
Cocktail de inhibidores de proteases (BD) w/o AEBSF: añadido al suero. 
Almacenaje: alicuotas de 1 mL, -80 ºC, no más de 4 semanas. Descongelación (2h en hielo). 
  
 
A pesar de la ventaja que supone la reducción del número de proteínas en el 
suero con respecto al plasma,  el rango dinámico de concentraciones de proteínas sigue 
siendo todavía demasiado elevado como ha demostrado el grupo de Anderson 
(Anderson & Anderson 2002; Pieper et al., 2003). Esto dificulta la identificación y 
cuantificación de todos sus constituyentes, especialmente los que están presentes en 
unas pocas copias, que conforman más del 50 % de las proteínas del proteoma del suero 
(Boschetti et al., 2008). Este es un gran problema hoy en día, junto con la complejidad 
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de las muestras derivada del procesamiento alternativo de proteínas, las numerosas 
variaciones postraduccionales, etc. En Proteómica no hay métodos como la PCR en 
ácidos nucleicos que nos permitan “amplificar” las proteínas poco abundantes y poder 
así analizar el “proteoma profundo”. Por esta razón,  el mismo set de proteínas 
abundantes (muchas de ellas reactantes de fase aguda) suelen aparecer una y otra vez 
identificadas en los análisis proteómicos. 
Una de las estrategias de la proteómica moderna es la eliminación de las 
proteínas con mayor presencia en fluidos biológicos como el suero (Faca et al., 2007; 
Ettorre et al., 2006). Dos grandes fracciones predominan en el suero sanguíneo, la 
albúmina y las globulinas, que dan cuenta del 60-80 % del total de las proteínas séricas. 
Así, la eliminación de al menos estas dos familias es un requisito imprescindible para la 
obtención de buenos resultados en la búsqueda de marcadores biológicos en suero 
mediante técnicas proteómicas (Fountoulakis et al., 2004).  
La albúmina es la proteína más abundante del suero (40-60 % del total), y tiene 
un peso molecular de 68.5 kDa (Figura 20; HSA), mientras que el resto está constituido 
por las globulinas (α1-, α2-, β- y γ-globulinas). La mayor parte de las γ-globulinas  son 
inmunoglobulinas, las cuales representan el 20 % (8-26 %) de las proteínas totales del 
suero. Existen 5 clases de inmunoglobulinas, siendo la IgG (70 %; 6-16 g/L), la IgA (10-15 
%; 0.8-4 g/L) y la IgM (5-10 %; 0.5-2 g/L) las más abundantes en comparación con la IgD e 
IgE. Todas ellas están formadas por cadenas ligeras de dos tipos (κ y λ) unidas por 
puentes disulfuro a las cadenas pesadas, que son de 5 tipos (γ, α, μ, δ y ε) y dan origen a 
las distintas clases de inmunoglobulinas. Como ilustra la Figura 20, dos grupos de spots 
relacionados con las inmunoglobulinas predominan en el proteoma del suero humano: 
las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas de clase G (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) 
(indicadas por la letra H), de un peso molecular de aproximadamente 50 kDa, y las 
cadenas ligeras κ y λ de las inmunoglobulinas, con un peso molecular de 
aproximadamente 25 kDa (indicadas por la letra L).  
La mayor parte de las metodologías comerciales disponibles actualmente para la 
eliminación de proteínas abundantes del plasma o suero tienen como dianas principales  
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Figura 20. Análisis del proteoma del suero humano mediante 2-DE. 0.5 mg de proteína en 
tiras de 11 cm, pH 3-10 NL para la 1D, la 2D se resolvió en la carcasa Ettan Dalt Six en geles 
continuos cuya concentración de acrilamida fue la siguiente: 30 % A-0.8 % B, finalmente los 
geles fueron teñidos con Coomassie G-250 blue silver. La albúmina (68.5 kDa), aparece 
indicada como HSA (Human Serum Albumin). Las cadenas pesadas de la IgG (50 kDa) están 
señaladas con la letra H (“Heavy”), mientras que las cadenas ligeras κ y λ de las 
inmunoglobulinas (25 kDa) están destacadas con la letra L (“Light”).  Ambas (HSA e 
Inmunoglobulinas) son las proteínas más abundantes del suero. 
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la albúmina y la IgG (Tabla 8; con lo que logran descartar aproximadamente un 80 % de 
las proteínas. Algunas metodologías, como las comercializadas por Agilent (Human 14 
multiple Affinity Removal Spin Cartridge), Beckman Coulter (ProteomeLabTM IgY-12 High 
Capacity SC), R&D (Proteome PurifyTM 12) y especialmente Sigma (ProteoPrep® 20 
Plasma Immunodepletion Kit) logran incrementar el número de proteínas mayoritarias 
eliminadas hasta las 12-20, incluyendo entre éstas la albúmina, IgG, IgA, IgM, IgD, 
transferrina, fibrinógeno, α2-macroglobulina, α1-antitripsina, haptoglobina, 
orosomucoide, Apo A-I, Apo A-II, Apo B, ceruloplasmina, complemento C1q, 
complemento C3, complemento C4, transtirretina  y plasminógeno, con lo que se 
consigue una depleción del 99 %. Estas metodologías resultan, pues, muy interesantes, 
sobre todo si se tiene en cuenta la simplificación de la muestras original (la 2-DE puede 
resolver típicamente 1,000-2,000 proteínas en un gel) y que los posibles biomarcadores 
van a concentrarse en esa fracción de proteínas restantes que constituye menos del 1 % 
de las proteínas del plasma/suero (Anderson & Anderson 2002). Aunque algunos de 
estos sistemas comerciales están disponibles en formato de columna de cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC). Este formato en “spin column” presenta una baja 
capacidad, aceptando volúmenes de muestra que van desde los 5 μL hasta los 180 μL. 
Ello supone un serio inconveniente, puesto que un biomarcador del cáncer de próstata 
como el antígeno prostático (PSA), una proteasa de la familia de las kalicreínas tisulares 
similar a la quimotripsina, tiene una concentración en sueros no patológicos <4 ng/mL. Si 
tenemos en cuenta que la sensibilidad máxima de la 2-DE es de 1 ng de proteína por 
spot (por ejemplo, con SYPRO® Ruby), está claro que se necesitan manejar volúmenes 
iniciales de muestra muy superiores a los 180 μL a los que ofrecen los métodos actuales 
o bien emplear otras metodologías proteómicas más sensibles alternativas a la 2-DE. Por 
todo ello, al comienzo del proyecto nos planteamos como primer objetivo, el desarrollo 
de un método de eliminación de inmunoglobulinas y albúmina que pudiese trabajar con 
muestras de 1 mL de suero. 
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Varios son los métodos que permiten la eliminación de las inmunoglobulinas de una 
mezcla de proteínas compleja como el proteoma del suero (Tabla 8). Como se puede ver, 
algunos de estos protocolos se basan en resinas de afinidad que emplean anticuerpos 
específicos para las principales clases de inmunoglobulinas: IgG, IgA y la IgM. Estos 
métodos son muy eficientes, pero caros y con poca capacidad de carga (20-50 µL/suero). 
Por otro lado, un gran número de kits utilizan la proteína A, la proteína G, la proteína L o 
proteínas recombinantes de fusión que incluyen los dominios de unión a IgG de las 
proteínas A y G, (proteína A/G). Estas proteínas, procedentes de bacterias como 
Staphylococcus aureus (Proteína A y Proteína G)  o Peptostreptococcus magnus (Proteína 
L), son útiles debido a que poseen varios centros de unión de alta afinidad y selectividad 
por las inmunoglobulinas, bien a través de la región Fc (Proteína A, proteína G o proteína 
A/G) o las cadenas ligeras κ (Proteína L). Sin embargo, las columnas basadas en resinas 
que contenían proteínas A, G o A/G seguían presentando una pobre capacidad de carga. 
Además, tanto las proteínas A, G como la A/G unen la clase IgG de las inmunoglobulinas, 
pero presentan escasa afinidad por IgA, IgM e IgD (Tabla 9). En contraste, la proteína L sí 
permitía capturar IgG, IgM, IgA, IgE e IgD (Tabla 9), aunque sólo aquellas que poseyesen 
las cadenas ligeras κ apropiadas. 
  
 
 
Tabla 9. Características de unión a las inmunoglobulinas de las proteínas A, G, A/G y L*      
*Tabla adaptada  de Pierce (http://www.piercenet.com/files/TR0034-Ab-binding-proteins.pdf). W (unión débil), 
M (unión media), S (unión fuerte), NB (no unión). 
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Sin embargo, una tercera vía quedaba todavía por explorar, las matrices tiofílicas, 
desarrolladas por Porath y colaboradores (Porath et al., 1984). De forma general, estas 
matrices tiofílicas (T-Gel) se han empleado para la purificación de inmunoglobulinas a 
partir de sobrenadantes de cultivo de hibridomas o a partir de suero o ascites en 
condiciones suaves. La fase sólida en esta cromatografía consiste en esferas de agarosa 
activada con divinilsulfona acopladas con 2-mercaptoetanol (Hardouin et al., 2007). Su 
uso se basa en la capacidad que presentan algunas proteínas como las inmunoglobulinas 
para unirse a un ligando inmobilizado que contiene un grupo sulfona y un grupo tioéter 
próximo (Figura 21) en presencia de altas concentraciones de sales liotrópicas como el 
sulfato potásico (0.5 M en nuestro caso) o sulfato de amonio. Dichas sales interactúan 
con las moléculas de agua, lo que promueve la interacción de las γ-globulinas con el 
ligando. Se trata, pues, de una variación basada en una resina de la precipitación rápida 
de inmunoglobulinas mediante sulfato amónico.  
 
 
 
La gran ventaja de los geles tiofílicos en relación a los métodos anteriores estriba 
en que estas resinas de afinidad no están basadas en proteínas (ej., anticuerpos, 
proteína A, etc.), que pudiesen ser liberadas a la muestra. Presentan un bajo coste, 
pueden ser reutilizados varias veces y su especificidad isotípica es bastante amplia, 
puesto que se unen fuertemente a la mayoría de clases de inmunoglobulinas así como a 
todas las subclases de IgG (IgG-IgG4). Sabíamos, además, que otra proteína mayoritaria 
del suero, la α2-macroglobulina, también era retenida por cromatografía tiofílica, lo que 
resultaba una ventaja en nuestro caso (Hardouin et al., 2007). Los geles tiofílicos tienen 
un manejo simple y rápido, y se caracterizan no sólo por tener una alta capacidad de 
carga (1-1.5 mL de suero), sino también por una amplia capacidad de recuperación, de 
Figura 21. Estructura de un grupo tiofílico 
anclado a una “bead” de agarosa.  Imagen 
extraída de VWR 
(https://us.vwr.com/store/catalog/product.js
p?product_id=8085803).  
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modo que la fracción retenida por la columna (inmunoglobulinas) puede ser eluída con 
tampones cercanos al pH neutro y baja fuerza iónica y así ser fácilmente analizada 
posteriormente mediante electroforesis uni- o bidimensional. Se puede concluir, por 
tanto, que este tipo de matrices resultaban idóneas en principio para la eliminación de 
las inmunoglobulinas de muestras de suero, para estudios proteómicos. 
 
Por todo lo anteriormente expuesto, en nuestros estudios las inmunoglobulinas 
(IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1 e IgA2) fueron sistemáticamente capturadas de 
muestras de 1-1.5 mL de suero filtrado (MILLEX ® HV de 0.45 µm de Millipore) mediante 
cromatografía de afinidad con columnas comerciales basadas en geles tiofílicos (Pierce 
Thiophilic Adsorbent and Adsorption Kit). La Figura 22 muestra el patrón característico 
de elución a 280 nm tanto de las fracciones no retenidas por la columna (FNR; suero sin 
inmunoglobulinas) como de las retenidas (RF; principalmente inmunoglobulinas). Para 
impedir la unión de proteínas de bajo peso molecular a proteínas transportadoras como 
la albúmina o las inmunoglobulinas, este tipo de ensayos fueron realizados también en 
presencia de un 20 % de acetonitrilo, pero finalmente el perfil cromatográfico no se vio 
afectado. Debido a la alta concentración de sales (sulfato potásico 0.5 M), las muestras 
de FNR fueron concentradas y desaladas utilizando tubos Amicon® Ultra-4 (Millipore) 
antes de continuar con la siguiente etapa (la eliminación de la albúmina). En cambio, las 
muestras de FR, eluídas mediante una tampón con baja fuerza iónica (50 mM fosfato 
sódico, 0.05 % azida sódica, pH 8), fueron simplemente dializadas frente a agua destilada 
y posteriormente concentradas empleando un protocolo de precipitación con acetona.  
Tras la cromatografía tiofílica, se calculó la concentración existente de proteínas 
tanto de la fracción retenida por la columna (FR; inmunoglobulinas) como en la no 
retenida (FNR). Se utilizó el método colorimétrico del ácido bicinchonínico (BCA) en 
microplaca a 550 nm (rango de lectura: 540-590 nm), debido a su gran linealidad (20-
2,000 µg/mL) y a que está menos afectado por diferencias en composición de proteínas 
de muestra a muestra que metodologías similares. 
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De este modo, determinamos el rendimiento de la columna. Como se puede 
observar en la Tabla 10,  que muestra resultados típicos de un ensayo perfectamente 
extrapolables a otros ensayos, el 25 % de la proteína cargada se recuperó como FR; es 
decir, las inmunoglobulinas unidas por la columna. En cambio, un 68 % de las proteínas 
se recuperaron como FNR (proteínas de la muestra inicial, una vez eliminadas las 
inmunoglobulinas). También hubo una cierta pérdida de proteína inicial en el proceso, 
pero ésta fue mínima y siempre menor del 10 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Perfil de elución de las fracciones 
no retenidas y retenidas por la columna de 
cromatografía tiofílica.  
 
Tabla 10. Rendimiento de la columna T-Gel (experimento tipo) 
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FNR 91.60 38.8 68.75 
FR 41 14.25 25.44 
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Tras los análisis mediante 1-DE (Figura 23) ambos tipos de muestras (FR y FNR) 
fueron analizadas también mediante 2-DE con el fin de visualizar la eficacia del proceso  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
de eliminación de las inmunoglobulinas mediante cromatografía tiofílica. En línea con lo 
esperado, la Figura 24 muestra un resultado típico en el que se compara el proteoma del 
suero antes y después de ser sometida la muestra a cromatografía con geles tiofílicos. Se 
puede apreciar tanto las cadenas pesadas de la IgG (H) como las cadenas ligeras κ-λ de 
las inmunoglobulinas (L), presentes en el suero inicial (Figura 24A), desaparecen en el 
suero fraccionado (Figura 24B). Vemos pues, que las inmunoglobulinas son eliminadas 
de grandes volúmenes de suero con una gran eficacia mediante esta metodología. 
La fracción retenida por la cromatografía tiofílica fue analizada mediante 2-DE 
por un doble motivo. El primero es que, como se mencionó anteriormente, sabíamos 
que otras proteínas aparte de las inmunoglobulinas podrían ser también capturadas por 
la cromatografía tiofílica, como por ejemplo otra proteína mayoritaria del suero, la α2-
macroglobulina (Sottrup-Jensen, 1989; Wyatt et al., 2013). Por otro lado, las 
inmunoglobulinas, al igual que muchas otras globulinas presentes en el plasma, cumplen 
una importante función de transporte, ya que forman complejos con otras proteínas de 
pequeño tamaño y de menor abundancia. 
Figura 23. Electroforesis unidimensional de la FR y FNR tras la T-Gel.
ST           FNR                FR
Figura 23. Electroforesis unidimensional de la FR y FNR tras la T-Gel 
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De este modo, estas proteínas de peso molecular pequeño escapan al proceso de 
filtración glomerular en el riñón, que afecta a aquellas menores de 60-65 kDa (algo 
menos que el tamaño de la HSA). De este modo, su pequeña vida media en el plasma se 
incrementa al asociarse a estas proteínas transportadoras más grandes.  Además, 
muchas de estas proteínas de bajo peso molecular son de interés en Biología, puesto 
que están asociadas con el desarrollo de múltiples patologías como el cáncer (Sheikh et 
al., 2012).  De este modo, el análisis de las fracciones retenidas por la cromatografía 
tiofílica puede ser interesante.     
2.- ELIMINACIÓN DE LA ALBÚMINA SÉRICA MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD 
Como se comentó con anterioridad, la albúmina es la proteína más abundante 
del suero (~50-60 % del total), y por esta razón es imprescindible su eliminación de las 
muestras. Como se puede ver en la Tabla 8, se suele emplear cromatografía de afinidad 
con  varios tipos de fases estacionarias, sobre todo basadas en Cibacron-Blue (o 
moléculas derivadas) o en anticuerpos policlonales específicos de la albúmina humana, 
Figura 24. Eliminación de inmunoglobulinas de muestras de suero humano mediante cromatografía 
tiofílica. Suero inicial (A) vs suero al que se han eliminado las inmunoglobulinas mediante 
cromatografía tiofílica (B). Se muestra un resultado típico. 
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que pueden haber sido desarrollados tanto en mamíferos como en pollo (IgY). También 
han sido publicados protocolos basados en precipitación selectiva de la albúmina 
mediante tricloroacético (TCA)/acetona (Chen et al., 2005). En nuestro caso las 
fracciones no retenidas de la cromatografía tiofílica (sin inmunoglobulinas) fueron 
desaladas, concentradas e incubadas con una resina de afinidad frente a albúmina 
humana (Vivapure® anti-HSA affinity resin, VivaScience, Sartorious). Esta resina fue 
seleccionada porque permite eliminar albúmina de grandes cantidades de muestra 
inicial (10-12 mg de proteína, como era nuestro caso). Además, estaba basada en un 
fragmento de anticuerpo acoplado covalentemente a beads de agarosa, por lo que se 
limitaba la unión inespecífica de otras proteínas del suero a la resina, un problema 
bastante común con las fases  estacionarias basadas en Cibacron blue (Subramanian, 
1984). Se emplearon 4 ml de resina, teniendo en cuenta que su capacidad de unión era 
de 2 mg de albúmina por ml de resina, que la proporción de albúmina en el suero 
oscilaba entre 57-71 % y que por ello la cantidad de albúmina como máximo en las 
muestras sería del 7.1-8.52 mg. Debido a la gran cantidad de resina empleada, las 
muestras fueron centrifugadas en tubos Vivaspin 6 (0.2 µm, Sartorius) como se indica en 
el aptdo. 3.2 de Material y Métodos. El perfil de elución tanto de la fracción no retenida 
(FNR; suero sin inmunoglobulinas ni albúmina) como de la retenida (FR; albúmina) se 
representa en la Figura 25.  
 
 
 Figura 25. Perfil de elución de las 
fracciones no retenidas y retenidas 
de la cromatografía de afinidad con 
resina anti-HSA.  
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Por otro lado, tanto la FR como la FNR resultantes de esta última cromatografía 
fueron concentradas/desaladas en tubos Amicon Ultra-4 y posteriormente cuantificadas 
mediante BCA (550 nm). En la Tabla 11 se muestran los resultados de esta cromatografía 
de afinidad en la que aproximadamente el 60 % de la proteína inicial (que se 
corresponde con la FNR de la T-Gel y que encaja perfectamente con la proporción de 
albúmina promedio esperada, un 64 %) fue recuperada como FR, frente a un 28 % del 
total que se recuperó como FNR.    
 
 
 
 
 
La concentración de proteína total inicial del suero en nuestras muestras era de 
60-80 mg/mL, por lo que la eliminación secuencial de inmunoglobulinas IgG, IgA, IgM, 
IgD e IgE por cromatografía tiofílica y de la albúmina (inmunoafinidad) suponía la 
eliminación de un rango entre el 80-90 % de dicha cantidad total de proteína, y por ello 
un incremento de sensibilidad de cómo máximo 10 veces. Hemos de tener en cuenta 
que la columna comercial más eficaz, la de Sigma-Aldrich (Tabla 8), que elimina las 20 
proteínas más abundantes, reduce en un valor cercano al 99 % la cantidad de proteína 
total (Kim et al., 2008). Si tenemos en cuenta que la electroforesis bidimensional tiene 
un rango de detección no mayor de 3 órdenes de magnitud, esto significaba incrementar 
dicho rango de sensibilidad analítica un orden más (hasta los 4), de manera que si una 
proteína como la albúmina presentaba una concentración de 40 mg/mL podíamos 
acercarnos a la detección de proteínas cuya concentración estuviese en el orden de los 4 
μg/mL. De este modo, seguiríamos todavía alejados de las concentraciones de proteínas 
interesantes como el antígeno carcinoembrionario (CEA; valor de referencia <2.5 ng/mL; 
Tabla 11. Rendimiento de la resina Anti-HSA (experimento tipo) 
 Concentración 
de Proteína 
(mg mL-1) 
Proteína Total 
(mg) 
Rendimiento (%) 
Muestra sin Igs 74.1 12.0 100 
FNR 8.4 3.4 28.5 
FR 18.6 7.3 60.5 
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biomarcador de adenocarcinomas como el colorrectal, mama, pulmón y gástrico), la 
troponina T cardiaca (cTnT; valor de referencia <0.01 ng/mL; biomarcador de infarto de 
miocardio), el antígeno prostático (PSA; valor de referencia <4 ng/mL; biomarcador de 
cáncer de próstata) etc. Sin embargo, asumiendo un 100 % de recuperación del analito, 
geles preparativos con una elevada carga proteica (≥1 mg) y técnicas de tinción de 
elevada linealidad y sensibilidad como el SYPRO Ruby, podríamos ya empezar a detectar 
proteínas como la proteína C reactiva (valor de referencia <10 μg/mL; biomarcador de 
inflamación y de riesgo cardiovascular) (Morley & Kushner, 1982; Deodhar, 1989),  y 
acercarnos al límite superior de proteínas como la alfa fetoproteína (AFP; valor de 
referencia <1 μg/mL; biomarcador de cáncer testicular no seminomatoso), las proteínas 
S-100 (Ortiz et al., 2003; Kluger et al., 2011; biomarcador de melanoma avanzado), la 
mioglobina (valor de referencia 85 – 90 ng/mL) o incluso la ferritina (<0.2 μg/mL). Más 
importante a tener en cuenta es el hecho que después del proceso de fraccionamiento 
todavía se obtiene una cantidad de proteína (aproximadamente 3 mg) en la fracción no 
retenida, que hace posible el estudio proteómico de réplicas y, sobre todo, nuevos 
procesos de fraccionamiento que nos permitan acceder a proteínas de menor 
abundancia. Esto sólo es posible al haber partido de muestras de 1-1.5 mL de suero, del 
orden de 5-10 veces más en relación a otros protocolos comerciales (Tabla 8).      
En un siguiente paso, las muestras de suero a las que se les eliminó tanto las 
inmunoglobulinas como la albúmina fueron analizadas mediante 2-DE (Figura 26). Como 
se puede ver la resina de afinidad específica de albúmina elimina la mayoría de esta 
proteína de las muestras, pero dicho proceso no es completo a pesar de no superar la 
capacidad de unión de la resina, (2 mg/mL). De hecho, se señalan tanto en la Figura 26A 
como en la Figura 26C los dos spots en donde se han detectado péptidos 
correspondientes a la HSA. Esta dificultad en la captura de todas las moléculas de 
albúmina por parte de la fase estacionaria de la cromatografía de inmunoafinidad ya ha 
sido descrita por otros autores (Bischoff & Luider, 2004), y varias podrían ser las 
explicaciones. Así, el uso de anticuerpos monoclonales, que reconocen un único epitopo 
en la molécula de albúmina, podrían no ser totalmente eficaces en este tipo de 
procesos, especialmente debido a que esta proteína presenta más de 20 variantes 
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genéticas (algunas con diferentes movilidades electroforéticas) y también sufre diversas 
modificaciones postraduccionales. Dentro de estas últimas no se encuentran las 
glicosilaciones (Peters, 1985; Carter & Ho, 1994), ya que la albúmina apenas contiene 
hidratos de carbono, pero sí otras modificaciones como las fosforilaciones (Gerasimova 
et al., 2008), oxidaciones (Kawakami et al., 2006 Taverna et al., 2013) o la adición a 
ácidos grasos (Peters, 1996) que podrían provocar cambios en el punto isoeléctrico y en 
los epitopos reconocidos por los anticuerpos anti-HSA. Del mismo modo, la albúmina es 
una proteína de transporte de diversas moléculas, como ácidos grasos, fármacos, 
bilirrubina, vitaminas, calcio u hormonas como la T3, T4, cortisol y aldosterona. Algunas 
de estas moléculas también podrían enmascarar algunos epitopos en la HSA, 
dificultando su captura por la resina de afinidad. A pesar de esta falta de eficacia, lo que 
sí se puede decir es que el proceso de captura de la HSA es altamente 
específico/selectivo, ya que las proteínas de la fracción retenida por la columna de 
inmunoafinidad anti-HSA es fundamentalmente albúmina, fragmentos de esta proteína 
o especies proteicas relacionadas con ésta (Figura 26B), un aspecto al que volveremos 
posteriormente cuando hablemos del albuminoma en otra sección de esta tesis.  
Por otro lado, la ausencia de albúmina e inmunoglobulinas en las muestras de 
suero provocó un notable incremento en el número de spots detectados en los geles. La 
Figura 26C aporta un ejemplo representativo de como el análisis con el programa 
PDQuestTM permitió detectar en el suero inicial tan sólo 150 spots, debido 
fundamentalmente a lo difuso de los spots y a la pobre resolución de los geles. En 
cambio, la eliminación secuencial de las inmunoglobulinas y de la albúmina incrementó 
la concentración de ciertas proteínas más minoritarias, lo que llevó a una mayor nitidez 
de los spots detectados, una mejor resolución de los geles y un aumento del número de 
spots detectados: 155 y 227 spots, respectivamente (Figura 26C). Dicho aumento 
también se debió al “desenmascaramiento” de algunas proteínas ocultas tras los “trenes 
de spots” correspondientes a la albúmina y a las inmunoglobulinas. En definitiva, la 
eliminación de las proteínas mayoritarias del suero, inmunoglobulinas y albúmina, deja 
al descubierto otras especies proteicas menos abundantes que podrían ser buenas 
candidatas a nuevos biomarcadores (Liotta & Petricoin, 2010). 
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Figura 26. Análisis cualitativo y cuantitativo de los fraccionados de suero. (A) 
suero sin inmunoglobulinas y albúmina. (B) muestra correspondiente a la 
fracción retenida en la columna anti-HSA, es decir el albuminoma. (C) 
cuantificación de spots. 
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3.- ANÁLISIS DE LA VARIABILIDAD INTRA- E INTERMUESTRAL 
3.1.- MUESTRAS DE SUERO SIN INMUNOGLOBULINAS NI ALBÚMINA 
La capacidad discriminatoria de un biomarcador, es decir, la capacidad que tiene 
para generar un resultado distinto en individuos pertenecientes a una población sana y 
en individuos enfermos, depende del área de solapamiento entre las curvas de 
frecuencias de ambas poblaciones. Obviamente, un área de solapamiento grande 
implica una baja capacidad discriminatoria del biomarcador y una dificultad manifiesta 
para establecer un punto de corte a partir del cual clasificar a un individuo como “sano” 
o “enfermo”. Esta área de solapamiento, a su vez, está directamente correlacionada con 
la variabilidad biológica del biomarcador, vinculada a los efectos genéticos (variabilidad 
inter-individual), pero también a los medioambientales, tratamientos, etc (variabilidad 
intra- e inter-individual). Por otro lado, el área de solapamiento también depende de la 
variabilidad analítica (error aleatorio o imprecisión), que afecta a la variabilidad intra- e 
inter-individual y que es un aspecto crítico en el caso de la 2-DE. Así, antes de acometer 
un estudio estadístico sobre datos procedentes de electroforesis bidimensional con el fin 
de detectar la presencia de nuevos biomarcadores de una enfermedad, es conveniente 
realizar un estudio de la variabilidad técnica y biológica.   
Para estudiar la reproducibilidad analítica (variación analítica) realizamos 
triplicados de nueve sueros control (individuos sanos), a los que previamente se les 
había eliminado las inmunoglobulinas y la albúmina. Para estos análisis preliminares las 
muestras fueron analizadas por triplicado mediante 2-DE usando tiras de IEF de de 17 
cm, pH 3-10 NL y el sistema Protean II XL Cell, todo de BIO-RAD. Este sistema sólo 
permitía analizar dos muestras (en sendos geles) de cada vez, lo que no favorecía una 
buena reproducibilidad analítica en principio. La cantidad de proteína cargada en todos 
los geles fue de 1 mg, lo que fue facilitado por el protocolo de fraccionamiento 
desarrollado previamente. Los geles fueron teñidos con la solución comercial Bio-SafeTM 
(BioRad). El análisis bioinformático fue llevado a cabo mediante el programa PDQuestTM, 
y durante dicho análisis se generaron tres matchsets, formado cada uno de ellos por 
nueve geles (tres triplicados por lo tanto). Una vez detectados manualmente todos los 
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spots y tras un proceso de normalización del análisis para eliminar posibles variaciones 
debidas a factores de manipulación, se evaluó la reproducibilidad analítica. Ésta es 
normalmente expresada como coeficiente de correlación de Pearson (r y R2) o como 
coeficiente de variación (CV %; calculado dividiendo la desviación estándar por la media 
y multiplicando por 100).  
El coeficiente de correlación puede ser obtenido mediante la herramienta Scatter 
Plot del PDQuestTM. La Tabla 12 muestra los altos coeficientes de correlación obtenidos 
entre los diferentes pares de triplicados de una misma muestra (0.90±0.03), lo cual 
indica una reducida variabilidad técnica, dado que este valor debe de ser de al menos 
0.90 según diversos autores (Challapalli et al., 2004). Dado que una mejor manera de 
expresar la variabilidad técnica es el empleo de los coeficientes de variación (CV), 
decidimos usar los datos procedentes del tercer grupo de datos (tercer matchset, Tabla 
12) y evaluar la imprecisión técnica en los datos de intensidad de cada uno de los spots 
de los geles a través de las distintas réplicas. Los datos fueron agrupados en intervalos 
de clase y representados mediante histogramas  correspondientes a los datos de los 
donantes #7, #8 y #9 (Figura 27) donde se observa, que los datos de variabilidad 
intramuestral son razonablemente bajos (35.1±32.9 %, 39.3±27.9 % y 39.5±29.6 %, 
respectivamente) y cercanos a los CVs intramuestrales obtenidos por otros 
investigadores (20-30 %) (Molloy et al., 2003; Hunt et al., 2005). La mayoría de los spots 
presentan unos coeficientes de variación intramuestral que van desde 0 a 50 %, lo que 
significa que las diferencias en intensidad de los spots menores de 1.7 veces podrían ser 
debidas básicamente a aspectos técnicos de nuestro método, incluyendo el análisis de 
imagen (Wheelock & Buckpitt, 2005). 
Por otro lado, los datos de variabilidad intermuestral (entre muestras de 
diferentes donantes) resultaron ser ligeramente más altos. Así, el coeficiente de 
correlación intermuestral calculado mediante la herramienta Scatter Plot del PDQuestTM 
arrojó un valor de 0.88±0.01 (Tabla 12), mientras que el coeficiente de variación 
intermuestral  fue de 49.1±28.2 (Figura 27), con todos los spots considerados válidos 
(n=127) mostrando unos coeficientes de variación que oscilaban entre 0 y 100 %. 
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Tabla 3. Coeficientes de correlación intra  e inter-muestrales 
Grupo Muestras (geles) Coeficientes de correlación intra-muestrales 
1 
Suero 1 (A, B, C) A-B: 0.89; B-C: 0.90; C-A: 0.87 
Suero 2 (A, B, C) A-B: 0.93; B-C: 0.87; C-A: 0.92 
Suero 3 (A, B, C) A-B: 0.90; B-C: 0.91; C-A: 0.90 
2 
Suero 4 (A, B, C) A-B: 0.93; B-C: 0.85; C-A: 0.93 
Suero 5 (A, B, C) A-B: 0.94; B-C: 0.92; C-A: 0.90 
Suero 6 (A, B, C) A-B: 0.88; B-C: 0.84; C-A: 0.88 
3 
Suero 7 (A, B, C) A-B: 0.95; B-C: 0.94; C-A: 0.93 
Suero 8 (A, B, C) A-B: 0.90; B-C: 0.90; C-A: 0.91 
Suero 9 (A, B, C) A-B: 0.90; B-C: 0.93; C-A: 0.91 
Pares de donantes Coeficients de correlación inter-muestrales 
Suero 1 vs  Suero 2 0.89 
Suero 2 vs  Suero 3 0.91 
Suero 1 vs  Suero 3 0.85 
Suero 4 vs  Suero 5 0.84 
Suero 5 vs  Suero 6 0.88 
Suero 4 vs  Suero 6 0.88 
Suero 7 vs  Suero 8 0.91 
Suero 8 vs  Suero 9 0.90 
Suero 7 vs  Suero 9 0.88 
 
 
Este incremento en la variabilidad intermuestral en relación a la variabilidad 
intramuestral está en línea con los datos obtenidos por Molloy y colaboradores (Molloy 
et al., 2003), y se debe a la influencia de las variaciones biológicas (genéticas, efecto de 
la medicación, medioambientales, etc.), pero también a la presencia de factores de tipo 
Tabla 12. Coeficientes de correlación int a e inter-muestrales. 
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técnico que pueden surgir durante la toma de la muestra de suero, el fraccionamiento, 
el almacenaje, etc.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Tras los buenos resultados obtenidos en el estudio preliminar, decidimos evaluar 
la variabilidad intra-e intermuestral existente en un análisis más completo, ya que 
constaba de un mayor número de muestras. En este nuevo estudio se analizaron, por 
triplicado, las muestras de suero sin inmunoglobulinas ni albúmina de 8 individuos 
sanos. Con el fin de reducir el efecto de la variabilidad técnica en la electroforesis 
bidimensional, se utilizó la carcasa Ettan DALT Six System de GE Healthcare®. 
Finalmente, las muestras fueron teñidas con Coomassie G-250 Blue Silver, un 
protocolo largo de tinción que permite una mayor sensibilidad en la detección de 
proteínas (Candiano et al., 2004). El análisis de imagen se realizó de la misma forma que 
en el estudio previo (PDQuestTM), generándose un único matchset formado por 8 geles 
con sus correspondientes triplicados. Como se puede observar en la Tabla 13 existe una 
Figura 27. Experimento previo: Variabilidad intra- e intermuestral. Se muestra la variabilidad 
inter e intramuestral de los donantes #7, #8 y #9 expresada, como coeficientes de variación.  
Los CV se calcularon como desviación estándar (SD)/media x 100, de cada spot. 
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mejora en los coeficientes de correlación intramuestral (0.93±0.02 frente a 0.90±0.03), 
pero sobre todo intermuestral (0.90±0.04 frente a 0.88±0.01).  
Todos estos datos de variabilidad técnica y variabilidad biológica son interesantes 
porque nos permiten conocer el número de muestras y réplicas que deben de ser 
analizadas para poder realizar un análisis de expresión diferencial y encontrar 
diferencias significativas de una determinada magnitud (por ejemplo, dos veces, lo que 
significa un efecto tamaño del 100 %).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Coeficientes de correlación intra e inter-muestrales   
_______________________________________________________________________________________________ 
      
Grupo Muestras (geles)  Coeficientes de correlación intra-muestrales 
Suero S10 (A, B, C)   A-B: 0.94; B-C: 0.95; C-A: 0.92 
 S11 (A, B, C)   A-B: 0.94; B-C: 0.95; C-A: 0.93 
 S14 (A, B, C)   A-B: 0.95; B-C: 0.95; C-A: 0.96 
 S15 (A, B, C)   A-B: 0.90; B-C: 0.86; C-A: 0.88 
 S16 (A, B, C)   A-B: 0.91; B-C: 0.95; C-A: 0.93 
 S17 (A, B, C)   A-B: 0.95; B-C: 0.92; C-A: 0.94 
 S18 (A, B, C)   A-B: 0.91; B-C: 0.91; C-A: 0.92 
 S19 (A, B, C)   A-B: 0.90; B-C: 0.91; C-A: 0.90 
      
Pares de donantes  Coeficientes de correlación inter-muestrales 
S10 vs S11    0.82  
S11 vs S14    0.94  
S10 vs S14    0.82  
S15 vs S16    0.93  
S16 vs S17    0.89  
S15 vs S17    0.88  
S18 vs S19    0.92  
_______________________________________________________________________________________________ 
Tabla 13. Coeficientes de correlación intra- e intermuestrales obtenidos para el análisis del 
suero sin inmunoglobulinas ni albúmina. 
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3.2. INMUNOGLOBULINOMA  
Tras el análisis del inmuniglobulinoma mediante 2D se decidió también, estudiar la 
variabilidad inter- e intramuestral, para ello se emplearon muestras procedentes de 9 
individuos sanos (donantes). En la primera dimensión se utilizaron tiras de IEF de 11 cm, 
pH 3-10 NL de BIO-RAD (0.5 mg de proteína), mientras que para la segunda dimensión se 
empleó el sistema de carcasa Ettan DALT Six System de GE Healthcare®. Los geles fueron 
también teñidos con Coomassie G-250 Blue Silver y analizados con el programa 
PDQuestTM. Se generó un único matchset  formado por 9 geles analizados por triplicado. 
En la Tabla 14 podemos observar unos coeficientes de correlación tanto intramuestral 
(0.87±0.04; Inmunoglobulinoma) como intermuestral (0.82±0.04; Inmunoglobulinoma) 
algo disminuidos en relación a los obtenidos con las muestras de suero sin 
inmunoglobulinas ni albúmina. La razón de estos menores coeficientes de correlación se 
debe a la distorsión del patrón del gel que provocan proteínas de gran tamaño (cadenas 
pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas, α-macroglobulina, etc.).A pesar de haber 
aumentado considerablemente el número de individuos en cada uno de los análisis, 
vemos que los resultados no distan mucho de los obtenidos en el estudio previo, por lo 
tanto se consideró innecesario calcular los CV, ni para el inmunoglobulinoma ni para las 
muestras de suero sin inmunoglobulinas ni albúmina, teniendo en cuenta el número 
total de spots para cada análisis. 
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 coeficientes de correlación intra e inter-muestrales   
_______________________________________________________________________________________________ 
      
Grupo Muestras (geles)  Coeficientes de correlación intra-muestrales 
Suero S10 (A, B, C)   A-B: 0.90; B-C: 0.89; C-A: 0.89 
 S11 (A, B, C)   A-B: 0.89; B-C: 0.91; C-A: 0.91 
 S12 (A, B, C)   A-B: 0.90; B-C: 0.92; C-A: 0.89 
 S13 (A, B, C)   A-B: 0.88; B-C: 0.89; C-A: 0.84 
 S15 (A, B, C)   A-B: 0.87; B-C: 0.89; C-A: 0.84 
 S16 (A, B, C)   A-B: 0.86; B-C: 0.88; C-A: 0.84 
 S17 (A, B, C)   A-B: 0.86; B-C: 0.78; C-A: 0.81 
 S18 (A, B, C)   A-B: 0.93; B-C: 0.88; C-A: 0.86 
 S19 (A, B, C)   A-B: 0.86; B-C: 0.90; C-A: 0.89 
      
Pares de donantes  Coeficientes de correlación inter-muestral 
S10 vs S11    0.85  
S11 vs S12    0.88  
S10 vs S12    0.80  
S13 vs S15    0.74  
S15 vs S16    0.84  
S13 vs S16    0.81  
S17 vs S18    0.86  
S18 vs S19    0.88  
S17 vs S19    0.80  
_______________________________________________________________________________________________ 
Tabla 14. Coeficientes de correlación intra- e intermuestrales obtenidos para el análisis del 
inmunoglobulinoma completo. 
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4.- IDENTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE LOS GELES BIDIMENSIONALES MEDIANTE 
HUELLA PEPTÍDICA 
En un siguiente paso procedimos a identificar la naturaleza de las proteínas 
presentes en los geles bidimensionales correspondientes a las fracciones retenidas 
(inmunoglobulinoma, albuminoma) y la no retenida (suero sin inmunoglobulinas ni 
albúmina) de las cromatografías. Para ello los spots de interés fueron cortados en 
condiciones controladas (para evitar la contaminación con queratinas de la piel) y 
desteñidos para posteriormente realizar una digestión in-gel de las proteínas utilizando 
el enzima tripsina. Este enzima es ampliamente utilizado en este tipo de protocolos de 
digestión de proteínas, ya que produce un corte después de lisina o arginina (salvo que 
estos aminoácidos, sean seguidos de una prolina) cuya frecuencia genera muchos 
péptidos de un tamaño apropiado (6-20 aa) para el análisis posterior mediante 
espectrometría de masas (Shevchenko et al., 2006). El uso del protocolo Coomassie G-
250 Blue Silver facilitó el proceso de digestión in-gel y la elución de los péptidos de las 
muestras, mientras que la eficiencia en la identificación de las proteínas de menor 
abundancia fue incrementada por la mayor cantidad de proteína por spot.  
Las proteínas presentes en cada spot fueron identificadas mediante PMF 
(“Peptide Mass Fingerprinting”) utilizando un instrumento MALDI-TOF (“matrix-assisted 
laser desorption ionization-time of flight”) modelo AUTOFLEX de la casa Bruker, 
perteneciente al Servicio de Espectrometría de Masas de la RIAIDT. Dado que en esta 
técnica el éxito depende mucho de la calidad de las muestras, los contaminantes como 
detergentes, sales, metales, DTT, urea o glicerol fueron eliminados, ya que pueden 
inhibir la ionización de los péptidos en la fuente MALDI. Para ello se emplearon 
ZipTipsTM, que consisten en un protocolo de extracción en fase sólida, sencillo y rápido 
que permite la purificación y concentración de péptidos en unos pocos pasos, con el fin 
de facilitar la detección de biomarcadores de diagnóstico (Tiss et al., 2007). Las muestras 
se mezclaron con una matriz química y se depositaron en una placa de MALDI. Tras dejar 
evaporar el agua residual y otros solventes, se forman cristales que engloban los 
péptidos trípticos. La ionización tiene lugar cuando un láser incide sobre la muestra, la 
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matriz absorbe la energía de los fotones y dicha energía es transferida a los péptidos, 
que se ionizan (por ejemplo, aceptando la mayoría de los péptidos un protón y con ello 
carga positiva) y son así expelidos hacia el analizador de masa (TOF). Dicha ionización fue 
realizada en pulsos y la extracción hacia el analizador se realizó en modo retrasado, de 
manera que todos los iones entraban en el tubo del TOF al mismo tiempo aumentando 
así la resolución de las señales. El analizador mide el tiempo que le lleva a los iones 
moverse desde un extremo al otro de un tubo e impactar con el detector. Cuanto mayor 
sea el recorrido más grande será el m/z de los péptidos, y ello se traduce en una mayor 
masa. Para aumentar la resolución de la técnica y poder distinguir iones con pequeñas 
diferencias en los m/z, el analizador fue operado en modo reflectrón, alcanzándose así 
resoluciones de 0.001 uma. Esta técnica de espectrometría de masas, además, es muy 
sensible y permite medidas muy exactas de la masa de los péptidos, condición 
indispensable para la identificación de las proteínas mediante PMF.  
La huella peptídica experimental de cada spot (los valores m/z medidos) fue 
comparada con la huella peptídica teórica obtenida al realizar la digestión virtual de las 
proteínas presentes en la base de datos con el enzima tripsina. Para este proceso se 
utilizó el motor de búsqueda MASCOT (http://www.matrixscience.com/), un software de 
tercera generación que tiene un sofisticado algoritmo que asigna puntuaciones en 
función del número de péptidos identificados y que estima la significancia estadística de 
la identificación y la probabilidad de tener un falso positivo (MOWSE) al tener en cuenta: 
a) las proteínas de mayor tamaño generan un mayor número de péptidos; b) los 
péptidos pequeños generan una mayor número de falsos positivos. Otra de las 
condiciones para una identificación correcta de las proteínas mediante PMF es el uso de 
bases de datos, se seleccionaron NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), MSDB 
(http://msdn.microsoft.com/en-us/library/ms187112.aspx) y Swiss-Prot 
(http://www.expasy.ch/ch2d). Se seleccionó la tripsina como enzima de corte (Thiede et 
al., 2000), y se consideró la existencia de un número de cortes perdidos de 1. También 
se limitaron las comparaciones al sistema humano, proporcionando además un rango de 
peso molecular y una tolerancia de masa en los péptidos de ±50 ppm con el fin de 
reducir el número de falsos positivos en las identificaciones.  Se tuvieron en cuenta, 
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además, las modificaciones más comunes de los aminoácidos: fosforilación, sulfatación, 
glicosilaciones o modificaciones N-terminales. En algunos casos se empleó la 
comparación con los spots presentes en la base de datos Swiss-2D 
(http://www.expasy.ch/ch2d) para identificar algunas proteínas muy evidentes. 
A pesar del número elevado de spots en cada gel (265: FNR; 157: 
inmunoglobulinoma), se puede decir que la mayoría de ellos se correspondían con 
isoformas (o en algunos casos variantes con base genética). De este modo, el número de 
proteínas representadas era muy inferior, y sólo fueron seleccionadas algunas de ellas 
(51) para su identificación por PMF. Por otro lado, fue imposible identificar las proteínas 
presentes en algunos de los spots debido al número insuficiente de péptidos 
recuperados del gel (frecuentemente <60 %), como por ejemplo los spots #43-48 en la 
Tabla 15. En otros casos, como con los spots #6 y #25, se identificaron péptidos 
pertenecientes a varias proteínas, un hecho bastante común en electroforesis 
bidimensional. En todos las identificaciones se empleo un número elevado de péptidos, 
buenas coberturas de secuencia (cercanas en muchos casos al 90 %), altas puntuaciones 
(MOWSE) y bajas probabilidades de falsos positivos (Tabla 15). Llama la atención el 
sesgo hacia la detección de proteínas muy abundantes y la identificación de algunas de 
estas proteínas (albúmina, α1-antitripsina, apolipoproteína A-I) en los tres tipos de 
muestra. Una minoría de los spots identificados, tanto en el inmunoglobulinoma como 
en el suero sin Ig/HSA, se correspondían con proteínas de una relativamente baja 
concentración, como la apolipoproteína H (<240 μg/mL; Crook et al., 1999), la zinz-α2-
glicoproteína (ZAG; <140 μg/mL; Poortmans et al., 1968; Jirka et al., 1978), la proteína 
fijadora de retinol (RBP; <60 μg/mL; Miura et al., 2009), la glicoproteína α2 rica en 
leucina (LRG; <120 μg/mL; Andersen et al., 2010; Kharbanda et al., 2012), la α1-
microglobulina (<50 μg/mL; Takagi et al., 1980), el componente P amiloide del suero 
(SAP; <40 μg/mL; Bijl et al., 2004) o la tetranectina (<14 μg/mL; Kamper et al., 1997, 
1998). Destaca especialmente, dentro del inmunoglobulinoma, CD5L/AIM/SPα, con una 
concentración en suero <1.5 μg/mL (Sarrias et al., 2005), así como CR1, cuyos niveles en 
plasma son <180 ng/mL (Di Bona et al., 1998; Feinberg et al., 2005; Karthikeyan et al., 
2007). Además, todas ellas son proteínas circulantes, salvo la Vps28 (vacuolar protein-
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sorting associated protein 28), una proteína intracelular que, junto con Vps23, Vps37 y 
Mvb12, forma parte del complejo ESCRT1 (“Endosomal sorting complex required for 
transport”), encargado de la formación de vesículas intraluminales (ILVs) en los cuerpos 
multivesiculares (MVBs) (Kostelansky et al., 2006; Boura et al., 2011).  
La mayor parte de las proteínas del plasma (>70 %) tienen un peso molecular que 
es inferior a los 60 kDa, de modo que podrían ser filtradas perfectamente por los 
glomérulos renales y aparecer en la orina (“PPI Website”). Sin embargo, 
aproximadamente un 30 % de las proteínas en la orina son de origen plasmático, 
mientras que el resto de proteínas son excretadas por otros mecanismos que nada 
tienen que ver con la ultrafiltración del plasma (Thongboonkerd et al., 2007). Esto quiere 
decir que la mayor parte de las proteínas del plasma se van a encontrar en complejos. 
De este modo, aparte del incremento del rango dinámico de detección de proteínas por 
2-DE mediante la eliminación de proteínas de elevada abundancia como las 
inmunoglobulinas o la albúmina, otra cuestión que debe de ser tenida en cuenta es que 
dicho proceso puede reducir las probabilidades de detectar proteínas de baja 
abundancia, que podrían ser transportadas por las primeras. Por este motivo, y con el fin 
de no perder información importante en los estudios proteómicos, fueron identificados  
muchos de los spots tanto del inmunoglobulinoma como del albuminoma (Tabla 15).  
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4.1.- PROTEOMA DEL INMUNOGLOBULINOMA 
A pesar de que las inmunoglobulinas son el principal objetivo de la cromatografía 
tiofílica, la especificidad de los geles tiofílicos es más amplia. En nuestros estudios por 2-
DE/MS, aparte de las esperadas cadenas pesadas de la IgA (spot #31) e IgG (spot #32), 
las cadenas ligeras de la IgG (spot #33), se han identificado la α2-macroglobulina (spot 
#11) y factores del complemento como C3 (spot #20), C4a (spot #21), C4b (spot #22) y 
Otras proteínas que hemos detectado a través de nuestros estudios en el 
inmunoglobulinoma son la transferrina (spot #42), albúmina (spot #2), α1-antitripsina 
(A1AT; spot #5), Apo A-I (spot #14), zinc-α2-glicoproteína (ZAG; spot #51), proteína de 
unión al retinol (RBP4; spot #38), plasminógeno (spot #36), kininógeno (spot #34), 
haptoglobina (spot #29) y CD5L (spot #23) (Figura 28). Es evidente que otros spots 
minoritarios están presentes en los geles del inmunoglobulinoma, lo que subraya la 
importancia que supone el cuidadoso análisis de las fracciones retenidas. Así, cuanto 
mayor sea el grado de pormenorización en la identificación de las proteínas presentes 
dentro del inmunoglobulinoma (o el albuminoma), mayor será el potencial de este tipo 
de protocolos en los estudios proteómicos de fluidos biológicos como el suero, 
especialmente porque proteínas relevantes (y por ello potenciales biomarcadores) 
podrían llegar a ser detectadas (Gundry et al., 2007). 
En relación a los factores del complemento C3 (spot #20), C4a (spot #21) y C4b 
(spot #22) al menos la presencia de C3 en la fracción retenida ha sido descrita 
previamente por Hardouin et al. (2007). C3 es un factor del complemento muy 
interesante desde el punto de vista clínico, ya que tanto la activación de la vía clásica 
(mediada por anticuerpos), la de la lectina (mediada por la MBL/”mannose-binding 
lectin”) como la alternativa del complemento, desembocan en una vía común que 
comienza por el procesamiento de C3 por una convertasa. El otro factor de 
complemento, C4, también es muy interesante, porque participa tanto en la vía clásica 
de activación del complemento como en la de la lectina. 
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Figura 28. Caracterización del proteoma del inmunoglobulinoma. Proteínas identificadas al analizar 
mediante electroforesis bidimensional la FR de la columna T-Gel. La 2D-PAGE se resolvió en la carcasa 
Ettan Dalt six (0.5 mg, tiras 11 cm pH 3-10NL). Los geles fueron teñidos con Coomassie G-250 Blue Silver. 
Todas las proteínas fueron identificadas mediante PMF (Tabla 15). albúmina (spot #2), α1-antitripsina (spot 
#5), α2-macroglobulina (spot #11), Apo-AI (spot #14), complemento C3 (spot #20), complemento C4a (spot 
#21), complemento C4b (spot #22), CD5L (spot #23), complemento Cr1 (spot #27), haptoglobina (spot #29), 
IgA cadena pesada (spot #31), IgG cadena pesada (spot #32), IgG cadena ligera (spot #33), kininσgeno (spot 
#34), plasminσgeno (spot #36), proteína de unión al retinol (spot #38), transferrina (spot #42) y zinc-α2-
glucoproteína (spot #51).  
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Tanto C3 como C4 pueden haber sido capturados por la fase sólida de la cromatografía a 
través de las inmunoglobulinas, si bien no se puede excluir su interacción directa con la 
matriz tiofílica. 
Por otro lado, CR1/CD35 (spot #27) es un receptor de tipo I que se encuentra en 
eritrocitos, monocitos, neutrófilos, células B, algunos linfocitos T CD4+, células 
dendríticas foliculares y en podocitos glomerulares. Se trata de un potente regulador 
negativo de la cascada del complemento. Además, se une a los factores de 
complemento C3 y C4 activados (C3b y C4b, respectivamente), favoreciendo el proceso 
de fagocitosis por macrófagos y neutrófilos y el aclarado de las partículas opsonizadas 
junto con las integrinas CR3 (CD11b/CD18) y CR4 (CD11c/CD18). Existen cuatro variantes 
alélicas codominantes (CR1-A, CR1-B, CR1-C y CR1-D), que se diferencian en el número 
de dominios LHR (“long homologous repeats”) y que generan ostensibles diferencias de 
tamaño (190-300 kDa). Los alelos más frecuentes en la población caucásica son CR1-A 
(0.87) y CR1-B (0.11), con tamaños intermedios. Por otro lado, CR1 también presenta 
variaciones debidas al procesamiento alternativo del mRNA, y procesamientos 
proteólíticos que generan formas secretadas presentes en el plasma sanguíneo con un 
peso molecular inferior en 5 kDa al de las formas de membrana (Wong 1990; Vik & 
Wong 1993; Danielsson et al., 1994; Crehan et al., 2012).    
La α2-macroglobulina (spot #11) fue descrita por Lihme et al., ya en 1991, y más 
recientemente por Hardouin et al., en 2007. Este último empleó 1-DE/MS para detectar 
qué proteínas contaminantes aparecían en la fracción retenida de la cromatografía 
tiofílica, comprobando que la α2-macroglobulina se unía con gran afinidad a la matriz 
tiofílica. Otra de las proteínas principales capturadas por las matrices tiofílicas fue la 
albúmina (spot #2), especialmente si las inmunoglobulinas habían sido eliminadas del 
suero previamente (Hardouin et al., 2007). Esto último parece apuntar hacia dos 
cuestiones relevantes: a) la existencia de una interacción directa de proteínas como la 
albúmina o la α2-macroglobulina con la fase estacionaria y b) la presencia de un 
fenómeno competitivo entre las inmunoglobulinas y otras proteínas del suero, que hace 
que la eliminación de las primeras favorezca la interacción de otras proteínas séricas con 
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la matriz y, por ello, una menor selectividad de la cromatografía de afinidad. Como 
consecuencia, si uno intenta optimizar la eficiencia en la eliminación de 
inmunoglobulinas mediante el aumento del volumen de resina utilizado en relación a la 
cantidad de muestra, esto podría incrementar la retención de proteínas séricas “no 
esperadas”, como la albúmina o la α2-macroglobulina (Hardouin et al., 2007).   
Aparte de ser retenida por la columna tiofílica, la albúmina es una proteína que 
interacciona con numerosas proteínas y péptidos (Kragh-Hansen, 1990), como por 
ejemplo la transferrina (Andaç et al., 2012), apoA-I (Steel et al., 2003), α2-
macroglobulina (Steel et al., 2003), plasminógeno (Steel et al., 2003), kininógeno (Steel 
et al., 2003), α1-antitripsina (Steel et al., 2003) y el péptido β amiloide (Aβ; Steel et al., 
2003) (Figura 29).  
Figura 29. Proteínas del plasma sanguíneo que interaccionan con la albúmina (ALB). Para la elaboración 
del mapa de interacciones se empleó el programa String, versión 9.05 (http://string-db.org/; Jensen et al. 
Nucleic Acids Res. 2009, 37:D412-6). Se introdujo el nombre de algunas de las proteínas detectadas en el 
inmunoglobulinoma (APOA1, apolipoproteína A-I; TF, transferrina; KNG1, kininógeno 1; PLG, 
plasminógeno; A2M, α2-macroglobulina; SERPINA1, α1-antitripsina; HP, haptoglobina, AZGP1, zinc-α2-
glicoproteína; RBP4, proteína de unión al retinol; CD5L), omitiendo las inmunoglobulinas   (IgA, IgG, IgM) y 
los factores del complemento (C3, C4, Cr1) para facilitar la compresión del esquema. Se incorporó, 
además, la transtirretina (TTR) y la ceruloplasmina (CP), dado que fue descrita su presencia en la fracción 
retenida por la cromatografía tiofílica por Hardouin et al. (2007). Como fuentes de información el software 
empleó tres tipos: experimentales (BIND, DIP, GRID, HPRD, IntAct, MINT, PID), bases de datos (Biocarta, 
BioCyc, GO, KEGG, Reactome) y bibliográficas. Las líneas azules gruesas representan interacciones con 
elevado grado de confianza  (0.900). 
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De hecho, muchas de estas interacciones en las que la albúmina participa tienen lugar 
durante el proceso de la amiloidosis (Bohrmann et al., 1999), del mismo modo que 
ocurre con otra proteína presente en el inmunoglobulinoma, la α1-antitripsina 
(SERPINA1 o A1AT; spot #5). A su vez, esta α1-globulina, también detectada por 
Hardouin et al., (2007) en fracciones retenidas de la cromatografía tiofílica, se une al 
péptido β amiloide (Bohrmann et al. 1999), si bien su función más importante es inhibir 
irreversiblemente serinproteasas como la elastasa, trombina y plasmina (cuyo precursor 
es el plasminógeno) a través de la formación de complejos altamente estables con ellas 
(Koj et al., 1978; Topic et al., 2009). De hecho, la α1-antitripsina forma un cluster en la 
Figura 28 junto con la albúmina y otros dos inhibidores de proteasas, el kininógeno (tiol-
proteasas) y la α2-macroglobulina (amplio espectro), y un precursor de un enzima que 
es inhibido por todas ellas: el plasminógeno, cuyo procesamiento genera el enzima 
plasmina. El kininógeno, por otra parte, es una proteína que juega un papel importante 
en el proceso de coagulación, como se puede vislumbrar, pero también actúa como 
mediador de procesos inflamatorios aumentando la permeabilidad vascular (Umemura 
et al., 2011). 
Otro ejemplo de proteína también detectada en el inmunoglobulinoma e 
importante en amiloidosis es la apo A-I (spot #14), quizás gracias a sus interacciones con 
otras proteínas del plasma como la albúmina, la α2-macroglobulina y la transtirretina 
(Torricelli et al., 2004).  Esta apolipoproteína A-I está presente en las lipoproteínas de 
alta densidad (HDL), cuya función es transportar el colesterol desde los tejidos hasta el 
hígado y esterificarlo (interacción apo A-I/lecitina colesterol aciltransferasa) (Nguyen et 
al., 2013). Otra proteína que se encuentra asociada a la albúmina y a la apo A-I es la 
transferrina (spot #42), una β-Globulina cuyo principal cometido es transportar dos 
iones Fe+3 desde los sitios de absorción (enterocitos) o de degradación del grupo hemo 
(sistema retículoendotelial; macrófagos) hasta los lugares de utilización (médula ósea) o 
almacenaje (hígado). Es probable que la interacción directa de albúmina y α2-
macroglobulina con la matriz del gel tiofílico arrastre a ciertas proteínas asociadas, como 
es el caso de la apo A-I o la transferrina. A su vez, la interacción de la apo A-I con la 
haptoglobina (una α2-globulina) puede explicar su presencia en el inmunoglobulinoma 
Resultados & Discusión 
 
157 
 
(spot #29) (Liau et al., 2003; Salvatore et al., 2007). La haptoglobina (Hp) es una proteína 
sintetizada en el hígado (Wang et al., 2001) formada por cadenas ligeras (α) y pesadas 
(β) unidas de forma covalente por puentes disulfuro (Wejman et al., 1984) y cuya 
función principal consiste en fijar la hemoglobina plasmática y transportarla hasta el 
hígado, evitando así la pérdida de la hemoglobina libre a través de la filtración 
glomerular (Rodríguez et al., 2006). Tanto apo A-I como transferrina forman complejos 
con la transtirretina/prealbúmina (TTR), una proteína de unión a hormonas tiroideas que 
no hemos detectado en el inmunoglobulinoma pero que, sin embargo, Hardouin et al. 
(2007) sí ha descrito su presencia en la fracción retenida por la cromatografía tiofílica. 
Como muchas proteínas plasmáticas, la transtirretina se encuentra asociada a otras 
proteínas, lo que explica perfectamente la presencia de la proteína de unión al retinol 
(“retinol binding protein 4”/RBP4, spot #38) en el inmunoglobulinoma (Figura 28), cuya 
función principal es transportar vitamina A (la asociación TTR-RBP4 evita las pérdidas de 
retinol por la orina). Otra proteína detectada por en los trabajos de 2007 por Hardouin 
et al. (pero no en nuestro estudio) fue la ceruloplasmina (ferroxidasa), una proteína de 
unión a cobre que oxida el Fe2+ a Fe3+ y que permite su transporte por la transferrina. 
De todas las proteínas séricas detectadas en la fracción retenida por la T-gel, sólo dos 
no presentan relación alguna con el resto de proteínas identificadas (Figura 28): la zinc-
α2-glicoproteína (AZGP1, spot #51) y  la CD5L (spot #23). Esto sugiere una interacción 
directa con la matriz, o bien la existencia de proteínas “puente” no identificadas en el 
inmunoglobulinoma que pudiesen favorecer una co-purificación. La zinc-α2-
glicoproteína pertenece al grupo de las α2-globulinas. Estimula la degradación lipídica en 
adipocitos y participa en procesos biológicos como el procesamiento y presentación de 
antígenos o la adhesión celular (Cabassi &Tedeschi, 2013). CD5L, en cambio, es una 
proteína poco abundante que juega un papel importante en el control del sistema 
inmune así  como inhibidor de la apoptosis (Thadikkaran et al., 2005). 
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4.2.- PROTEOMA DEL ALBUMINOMA 
La albúmina es codificada por el gen ALB, que forma parte de una superfamilia 
junto con otros tres genes organizados en tándem en la región subcentromérica del 
brazo largo del cromosoma 4 (Figura 30A): α-fetoproteína (AFP), la α-albúmina/afamina 
(AFM) y la proteína de unión a vitamina D (“vitamin D binding protein”, DBP o Gc-
globulina).  Todos estos genes presentan una elevada similitud, tanto a nivel del DNA, 
secuencia primaria y estructura tridimensional. Además, los cuatro genes se expresan en 
hígado de individuos adultos, si bien existen matizaciones. Así, AFP (y en menor grado 
ALB) se expresan en el saco vitelino y en el hígado fetal, siendo la principal proteína 
sérica fetal, pero el gen es silenciado tras el nacimiento (<10 ng/mL a la edad de 8-12 
meses); sólo se detecta α-fetoproteína (>500 ng/mL) en determinadas enfermedades, 
como en hepatocarcinoma (Zhang  et al., 2007). En cambio, la expresión de los genes 
ALB y DBP se inicia mayormente en el hígado fetal, pero continúa después del 
nacimiento con altos niveles en plasma (albúmina, 35-55 g/L; DBP, 183-346 mg/L) 
(Lauridsen et al., 2001). Finalmente, el gen AFM, que codifica la α-albúmina/afamina, 
sólo comienza a expresarse tras el nacimiento, alcanzando niveles en el suero adulto en 
el entorno de los 35-116 mg/L (Belanger et al., 1994; Dieplinger et al., 2009).  
Teniendo en cuenta los niveles en suero de individuos adultos de albúmina, α-
albúmina/afemina, proteína de unión a vitamina D y α-fetoproteína, así como el 
porcentaje de similitud en la secuencia nucleotídica de la región codificadora entre estas 
proteínas (ALB-AFP 52.2 %; ALB-ALF 49.4 %; ALB-DBP 30.0 %) (Nishio & Dugaiczyk, 1996), 
era posible que la especificidad de la resina empleada para eliminar la albúmina de 
nuestras muestras de suero no fuese completamente específica. Por este motivo, 
después de analizado el inmunoglobulinoma, decidimos llevar a cabo el estudio 
cualitativo de la fracción retenida por la columna de afinidad frente a la albúmina 
mediante 2-DE/MS. Como se observa en la Figura 30B, aparte de la albúmina (spot #2) y 
una variante de procesamiento más corta, llamada proteína de inhibición del 
crecimiento 20 (spot #3), sólo pudimos identificar otra proteína de la misma 
superfamilia en el albuminoma: la α-fetoproteína humana (spot #10). 
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Figura 30. Caracterización del proteoma del albuminoma. A) Genes que codifican para los distintos 
miembros de la familia de las albúminas en el cromosoma 4. ALB, gen de la albúmina; AFP, gen que 
codifica la α-fetoproteína; AFM, gen que codifica a la α-albúmina o afamina; DBP, gen que codifica para la 
proteína de unión a vitamina D o “vitamin D binding protein”. La figura ha sido adaptada de un trabajo de 
White & Cooke, 2000. B) Proteínas presentes en la fracción retenida por la columna de afinidad anti-HSA 
(albuminoma). Las muestras (0.5 mg) se resolvieron por IEF (primera dimensión) utilizando tiras de 11 cm 
pH 3-10 NL, mientras que la segunda dimensión se llevó a cabo en geles continuos, con 12.5 % de tamaño 
de poro, 1.5 mm de grosor (20x24 cm) y cuya composición de acrilamida es 30 % A-0.8 % B; empleando el 
sistema Ettan Dalt six. Los geles fueron teñidos empleando Coomassie G-250 Blue Silver. Todas las 
proteínas fueron identificadas mediante PMF. Albúmina (spot #2), proteína ALB (spot #3), α-fetoproteína 
(spot #10), α1-antitripsina (spot #5) y apolipoproteína A-I (spot #14). C) El mapa de interacciones se 
elaboró mediante el programa String, versión 9.05 (http://string-db.org/; Jensen et al. Nucleic Acids Res. 
2009, 37:D412-6),  introduciendo el nombre de las proteínas detectadas en el albuminoma. Las líneas 
azules gruesas representan interacciones con elevado grado de confianza  (0.900). 
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Sin embargo, no se detectó la presencia en el albuminoma ni de afamina ni de la 
proteína de unión a vitamina D. Sí fueron observadas, en cambio, pequeñas cantidades 
de α1-antitripsina (spot #5), apolipoproteína A-I (spot #14) y apolipoproteína A-IV (spot 
no señalado) (Gundry et al., 2007). Estos resultados sugieren la existencia de complejos 
albúmina-A1AT-apolipoproteínas-AI/AIV en suero, como ilustra la Figura 30C. Este tipo 
de complejos ya han sido descritos por otros grupos de investigación (Gundry et al., 
2007). Dichos complejos serían capturados por la resina de afinidad junto con la 
albúmina. En cambio, la α-fetoproteína no parece tener ningún tipo de interacción 
molecular con la albúmina, α1-antitripsina (spot #5), apolipoproteína A-I (spot #14) o la 
apolipoproteína A-IV, por lo que lo más probable es que el anticuerpo policlonal 
empleado en la cromatografía de afinidad muestre una cierta avidez por esta proteína 
tan poco abundante en el suero de individuos adultos (identidad de secuencia 
nucleotídica ALB-AFP 52.2 %) (Nishio & Dugaiczyk, 1996). Debido al número pequeño de 
proteínas detectadas en el albuminoma, su análisis en estudios posteriores no fue 
acometido. Sin embargo, de acuerdo con Zhou y colaboradores, cuando la albúmina es 
eliminada mediante cromatografía de afinidad, una serie de 63 proteínas son 
coprecipitadas con ella, una cuestión que puede incrementar la variabilidad 
experimental (Zhou et al., 2004). Algunas de estas proteínas son comunes a las de 
nuestro estudio, como Apo A-I, A-IV y álbúmina.  En cambio otras no lo son, es el caso de 
la fibronectina, cadena alpha de la hemoglobina o la protrombina.   
4.3.- PROTEOMA DEL SUERO SIN INMUNOGLOBULINAS NI ALBÚMINA  
El hecho de trabajar con suero en vez de plasma (desaparición, por ejemplo, de 
las cadenas abundantes α y β del fibrinógeno), la eliminación de inmunoglobulinas, 
albúmina y otras proteínas mayoritarias de las muestras de suero y el trabajo con geles 
bidimensionales preparativos (0.5 mg muestra) permitió identificar, en todos los geles, 
una serie de proteínas que hasta ese momento se encontraban “ocultas”, bien debido a 
su baja concentración o porque su migración coincidía con la de las proteínas 
abundantes que habían sido eliminadas. Ejemplos de estas proteínas del suero puestas 
de manifiesto en los geles 2-DE fueron, por ejemplo, la α2-glicoproteína rica en leucina 
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(LRG, spot #35), la α1-microglobulina (spot #12), la proteína amiloide P sérica (SAP; spot 
#39), la β2-glicoproteína/apo H (spot #18) y el factor B del complemento (spot #26) 
(Figura 31). Por distintos motivos, algunas de estas proteínas son muy interesantes 
desde un punto de vista clínico, como LRG, α1-microglobulina, SAP o apo H, ya que 
muchas de ellas funcionan como “scavengers”. 
LRG (spot #35) es una  glicoproteína producida por los hepatocitos y neutrófilos 
de la cual apenas existen publicaciones hasta la fecha. Su concentración en suero es 
<120 μg/mL en donantes sanos (Andersen et al., 2010; Kharbanda et al., 2012), pero el 
hecho de presentar diversas isoformas debilita su señal en los geles bidimensionales, lo 
que dificulta su detección. Se trata de una proteína de fase aguda positiva, cuya 
producción por hepatocitos es aumentada en respuesta a citoquinas típicas como IL-6, 
IL-1β y TNFα (Shirai et al., 2009). Contiene 8 dominios ricos en leucina (LRR) con la 
secuencia consenso LXXLXLXXNXLXXLPXXLLXXLXX, siendo X cualquier aminoácido. Se 
desconoce su función, pero se sabe que LRG interacciona fuertemente con citocromo c, 
una proteína mitocondrial crítica en la inducción de apoptosis en las células eucariotas 
(Shirai et al., 2010). 
El citocromo c es liberado desde el espacio intermembrana de las mitocondrias y 
se une a Apaf1, desencadenando la formación del apoptosoma, la activación de las 
caspasas y la entrada en apoptosis de las células. Durante este proceso, el citocromo c 
también aparece en el plasma sanguíneo, en donde induce apoptosis (linfocitos y células 
dendríticas, por ejemplo), actúa como un mediador proinflamatorio y constituye una 
señal de peligro que forma parte de los denominados patrones moleculares asociados al 
daño o DAPMs (“damage-associated molecular patterns”). Se piensa que la interacción 
del citocromo c con LRG en el plasma puede servir para eliminar al citocromo c de la 
circulación y servir de factor de supervivencia para células como los linfocitos (Codina et 
al., 2010), lo que explicaría el aumento de LRG en el suero de pacientes con disfunción 
ventricular/fallo cardiaco (Watson et al., 2011),  apendicitis (Kharbanda et al., 2012; 
Kentsis et al., 2012) o  colitis ulcerativa (Serada et al., 2012). 
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La α1-microglobulina (#spot 12) (<50 μg/mL; Takagi et al., 1980) es producida por 
varios órganos, como el hígado y páncreas (Berggård et al., 1998). Esta proteína es 
sintetizada en el hígado como muchas de las proteínas plasmáticas, y su pequeño 
tamaño (26-27 kDa) permite que sea rápidamente distribuida desde la sangre al fluido 
intersticial de todos los tejidos, en donde apenas existe proteína, o eliminada desde la 
sangre por filtración glomerular, apareciendo sólo en parte en la orina, al ser 
parcialmente recuperada a través de un receptor específico en células tubulares 
(pudiendo servir así para valorar la función tubular renal del mismo modo que β2-
microglobulina; Moriguchi et al., 2004; Gebrin et al., 2006). 
 
Figura 31. Caracterización del 
proteoma de la FNR total. 
Proteínas identificadas al 
analizar mediante 
electroforesis bidimensional 
las muestras sin Igs y sin HSA. 
La 2D-PAGE se resolvió en la 
carcasa Ettan Dalt six (0.5 mg, 
tiras 11 cm pH 4-7). Los geles 
fueron teñidos con 
Coomassie G-250 Blue Silver. 
Todas las proteínas fueron 
identificadas mediante 
espectrometría de masas 
(Tabla 15). 
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Esta proteína sólo ha sido detectada en el proteoma del suero sin inmunoglobulinas ni 
albúmina, a pesar de que α1-microglobulina interacciona con protrombina, α2-
macroglobulina, albúmina e IgA (Vincent et al., 1985; Berggård et al., 1997). Su función 
no está clara, aunque se trata de una glicoproteína que tiene propiedades de 
reductasa/dehidrogenasa (utilizando NADH, NADPH y ascorbato) y de “scavenger” de 
sustancias oxidantes, como el grupo hemo (al cual se une fuertemente), citocromo c, 
metahemoglobina o hierro libre  (Allhorn et al., 2003, 2005; Åkerström et al., 2007). De 
hecho, la presencia de especies de oxígeno reactivas (ROS) incrementa la producción de 
esta glicoproteína por las células (Olsson et al., 2007). Por otro lado, tiene funciones 
inmunosupresoras, inhibiendo por ejemplo la proliferación y la secreción de citoquinas 
por linfocitos (Wester et al., 1998) o las funciones oxidativas de neutrófilos.  
El componente P amiloide (#spot 39) (“Serum Amyloid P-Component”/SAP; <40 
μg/mL; Bijl et al., 2004) es una proteína pequeña (25-27 kDa) pentamérica de la familia 
de las pentraxinas (o pentaxinas) codificada por el gen APCS. SAP es idéntica a las formas 
tisulares del componente amiloide P. Se encuentra en el suero y también en todos los 
depósitos amiloides, por lo que es una proteína clave, dada su relación con un grupo de 
enfermedades en las que se produce amiloidosis (Koenig, 2013).  Une varios ligandos de 
apolipoproteínas (Apo A-I y Apo A-IV) en una manera dependiente de calcio. SAP une, 
entre otras, transtirretina (TTR), β2-microglobulina, cadena α del fibrinógeno, receptor 
de baja afinidad FcRIIa de IgG (CD32), cistatina c, proteína precursora amiloide b, 
polipéptido amiloide de los islotes, TGFb, participando en la resolución de enfermedades 
infecciosas, autoinmunidad y amiloidosis (Agrawal et al., 2009). 
Dentro de la familia de las pentraxinas se encuentran otra proteína sérica de gran 
relevancia, la proteína C reactiva (CRP), muy parecida estructuralmente a SAP (66 % 
homología; Koenig, 2013). Considerada proteína de fase aguda positiva por excelencia, 
juega un papel importante dentro de la enfermedad cardiovascular y aterosclerosis 
(Pepys & Hirschfield, 2003). Se une a varios ligandos como: fosfolipidos y compuestos 
relacionados (Clos, 1989), membranas celulares dañadas (Volanakis & Wirtz, 1979) y 
Resultados & Discusión 
 
164 
 
células apoptóticas (Gershov et al., 2000) mostrando una especial afinidad por los 
residuos de fosfocolina  (Pepys & Hirschfield, 2003).  
La mayoría de las funciones de estas pentraxinas cortas (CPR y SAP) se basan en 
sus patrones de reconocimiento altamente conservados, desde el punto de vista 
evolutivo; PRRs (“Pattern recognition receptors”). Como ya mencionamos con 
anterioridad en este apartado,  CPR y SAP se unen a sus respectivos ligandos en una 
forma dependiente de calcio. Ambos juegan un papel de gran importancia dentro de la 
inmunidad innata, desencadenando la vía clásica del complemento (Agrawal et al., 2009; 
Pepys & Hirschfield, 2003). 
La β2-glicoproteína I / apoliproteína H (spot #18), es una proteína de 
aproximadamente 50 kD (Lozier et al., 1984). El gen Apoh esta localizado en el 
cromosoma 17 q23-qter y se expresa predominantemente en el hígado (Steinkasserer et 
al., 1991; Mehdi et al., 1991). Se asocia con diversas clases de lipoproteínas, y se cree 
que participa en el metabolismo de los triglicéridos (Polz & Kostner 1979; Kamboh & 
Ferrell, 1991).También se ha demostrado la implicación de Apo H en el proceso de  
coagulación de la sangre (Schousboe, 1985) y la agregación plaquetaria (Nimpf et al., 
1986). 
El factor B del complemento (#spot 26), es una glicoproteína de cadena simple 
rica en Glicina y termolábil, que circula en el suero en forma de zimógeno inactivo. Juega 
un papel crucial dentro del sistema de inmunidad innata ya que contribuye a la 
formación de la convertasa C3 de la via alternativa (C3bBb), implicada en procesos de 
inflamación e infección (Ricklin et al., 2010).  El fragmento Bb, que aparece cuando el 
factor D rompe al factor B (Ba y Bb), es la molécula responsable de la actividad 
proteolítica quedando anclado en el complejo C3bBb, mientras que Ba difunde hacia el 
plasma. (Nonaka & Yoshizaki, 2004; Fujita et al., 2004; Carroll, 2004; Ricklin et al., 2010). 
 
Resultados & Discusión 
 
165 
 
5.- LA ELIMINACIÓN DE LAS INMUNOGLOBULINAS Y LA ALBÚMINA DE LAS MUESTRAS 
DE SUERO FACILITA LA DETECCIÓN DE POLIMORFISMOS Y VARIACIONES 
POSTRADUCCIONALES 
La eliminación de las Igs y de la HSA de las muestras de suero también facilita la 
localización de mutaciones y variaciones postraduccionales en muchos loci a la vez 
(Anderson & Anderson, 1977).  
Haptoglobinas 
Un ejemplo de esto es la haptoglobina (Hp), una proteína compuesta por cadenas 
ligeras (α) y pesadas (β) unidas por puentes disulfuro (Figura 32A). Estas cadenas están 
codificadas por dos loci genéticos: HPα y HPβ. La haptoglobina es una proteína 
polimórfica, dicho polimorfismo se encuentra en las cadenas ligeras α, ya que la cadena 
pesada β está codificada por un gen que no presenta variación alélica conocida, aunque 
sí numerosos residuos oligosacarídicos de tipo N con residuos de ácido siálico 
terminales, que aumentan la heterogeneidad de la propia molécula.  El gen que codifica 
la cadena α (gen HPα; 16q22) presenta tres alelos, denominados HP2, HP1F y HP1S.  Los 
dos últimos codifican para polipéptidos de igual longitud (a1F y a1S; aproximadamente 
8.9 kDa) pero que difieren en un par de aminoácidos. La cadena a1F, de mayor pI, 
presenta un Asp y una Lys en posiciones 52 y 53, mientras que esas posiciones son 
ocupadas por un  Asn y un Glu en la cadena a1S, de menor pI. En cambio, el alelo HP2 se 
origina a partir de una duplicación intragénica de alelos HP1 producida por un 
entrecruzamiento desigual (no homólogo) durante la meiosis, lo que genera 
polipéptidos de gran tamaño (16 kDa). Estos alelos HP2 pueden ser de tres subtipos: 
HP2SS, HP2SF, HP2FF. En Europa, el alelo HP2SF es el más frecuente, mientras que los otros 
dos sólo suponen un 1-5 % de la frecuencia alélica (Langlois & Delanghe, 1996). 
Combinando los alelos HP2, HP1F y HP1S se pueden obtener hasta seis 
genotipos/fenotipos diferentes: Hp1F-1F, Hp1S-1S, Hp1F-1S, Hp2-1F, Hp2-1S y Hp2-2 (Rodríguez et 
al., 2006). En las muestras de suero analizadas hemos observado todos estos fenotipos, 
tres de los cuales son representados en la Figura 32B. Además, todas las cadenas α están  
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A) Cadenas  y  de la haptoglobina
Hp2-2 Hp1s-1f
Hp2*-1s Hp2-1s
# Apo A1 # ApoA1
# Apo A1# Apo A1
# Transtirretina# Transtirretina
# Transtirretina # Transtirretina
Hp2
Hp2*
Hp1 Hp1
Hp2
Hp1
B) Polimorfismo de la cadena  de la haptoglobina
1 2 3
1 2 3
4 5 6 4 5 6
4 5,4´ 6,5´ 6´ 4 5 6
4´ 5´ 6´
Hp1s
Hp2α (16 kDa)
Hp1f
Arg adicional en c-terminal
Deamidación Asn5Asp5
# Transtirretina
8.9 kDa
Deamidación Asn5Asp5
Arg adicional en c-terminal
45.0
97.4
66.2
21.5
31.0
kDa
103 pI
B
Apo A1
Hpβ
Hp2α
Hp1α
1 2 3
Figura 32. Análisis del polimorfismo de la haptoglobina. (A) Detección de las cadenas α y β de la haptoglobina en los 
geles de electroforesis 2D. se muestra un esquema también de las diferencias estructurales de los distintos fenotipos de 
las haptoglobinas. Los individuos homocigotos Hp1-1 presentan una pequeña proteína de 86 kDa con fórmula (α
1
β)2, 
mientras que el heterocigoto Hp2-1 tiene un peso molecular de 86-300 kDa y una fórmula (α
1
β)2 + (α
2
β)n, en donde n 
puede tomar el valor 3, 4, 5 etc. Finalmente, el homocigoto Hp2-2 presenta un peso molecular aún mayor (170-900 
kDa) y una estructura (α
2
β)n, en donde nuevamente n puede tomar el valor 3, 4, 5 etc. (Langlois & Delanghe, 1996). (B) 
Polimorfismo de las cadenas ligeras α de la Hp, en donde se identifican tres de los seis fenotipos posibles: Hp2-2, Hp1s-
1f y Hp2-1s. El asterisco (*) indica la presencia de una variante más acidica muy poco común de la cadena α Hp2. En el 
esquema se observa como todas las cadenas α están formadas por tres spots, de los cuales el central es el más 
intensolos dos spots laterales de las cadenas α se corresponden con formas con menor o mayor pI derivadas, 
respectivamente, de la desamidación Asn→Asp en posición 5 (N5D) o de la presencia de una Arg adicional en el 
carboxilo terminal (Pavón et al., 2006). En el esquema de la derecha los spots 4, 5 y 6 de la cadena Hp1sα y 4´, 5´, y 6´de 
la cadena Hp1fα aparecen a distintas alturas (a pesar de tener el mismo peso molecular; 8.9 kDa) para facilitar su 
comprensión. 
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formadas por tres spots, uno central más intenso que constituye la variante más 
abundante y otros dos spots laterales con menor o mayor pI en relación al primero. El 
más acídico es fruto de la desamidación AsnAsp en posición 5 (N5D), mientras que el 
más básico surge de la presencia de una Arg adicional en el extremo carboxilo terminal. 
Estas variaciones están presentes tanto en la cadenas α Hp2 como en las cadenas Hp1s o 
Hp1f (Figura 32B) (Pavón et al., 2006).  
Otros polimorfismos 
Además de la Hp, otras proteínas polimórficas fueron detectadas en otras 
regiones de nuestro mapa 2D, como por ejemplo en la región correspondiente a la α1-
antitripsina. En dicha región (Figura 33A) aparecen varias proteínas de conocido 
polimorfismo, como la α2-HS glicoproteína/AHSG, la Gc-globulina/proteína de unión a 
vitamina D, la antitrombina III, la α1-antiquimotripsina y la propia α1-antitripsina. Así, el 
gen que codifica la proteína AHSG presenta dos alelos, AHSG*1 (Thr230, Thr238) y 
AHSG*2 (Met230, Ser238) (Anderson & Anderson, 1977; Osawa et al., 2001), siendo 
ambas variantes detectadas en nuestro estudio. Como se puede observar (Figura 33A), 
de los tres individuos presentados dos muestran un fenotipo heterocigoto 
(AHSG*1/AHSG*2) mientras que el tercero es homocigoto para el alelo AHSG*1. Por otro 
lado, la eliminación de la cadena α de las IgA facilita la detección de otra proteína 
polimórfica, la antitrombina III (ATIII, Figura 33B). La ATIII es un inhibidor de la 
coagulación sanguínea con variantes genéticas y modificaciones postraduccionales 
(ATIII-α y ATIII-β) (Kremser et al., 2003). También encontramos en esta misma región, 
cuatro spots que fueron identificados como la proteína de unión a vitamina D o Gc-
globulina.  
En el estudio proteómico también se identificaron algunas apolipoproteínas 
importantes como apo A-I, apo A-IV, apo E, apo J y apo H (β-2glicoproteína). Muchas 
apolipoproteínas presentan dos o más isoformas con base genética, como es el caso de 
la apo E (E2, E3 y E4), apo A-IV (variantes 0, 1, 2 y 3) y la apo H (β2-glicoproteína I). Un 
buen ejemplo de cómo la eliminación de la albúmina y las inmunoglobulinas pueden 
facilitar el estudio de estos polimorfismos es precisamente la apo H, ya que esta región 
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se encuentra enmascarada por la cadena pesada de la IgG. La eliminación de la IgG 
mediante cromatografía tiofílica hace posible la detección de la apo H mediante 2-DE. En 
función del alelo detectado (apoH*1, apoH*2 y apoH*3), migrará a una región diferente 
en el gel.  Debido a la alta frecuencia del alelo apoH*2 (~0.9) (Kamboh et al., 1988), la 
mayoría de los individuos de nuestro estudio fueron apoH*2-2, aunque también 
observamos patrones correspondientes a los fenotipos apoH*2-3 y apoH*3-3, como se 
puede observar en la Figura 33B. Por otro lado la Apo A-I presenta diferentes alelos 
(apoA-I 1 y apoA-I 2), por lo que existen tres genotipos posibles para dicha proteína 
(apoA-I 1, apoA-I 2-1 y apoA-I 2) (Schamaun et al., 1983).  
Respecto a la transferrina decir que, según la secuencia de aminoácidos 
(polimorfismo genético), composición de la cadena de carbohidratos de la misma o 
grado de saturación de hierro, diferenciamos varios tipos de isoformas. Entre las 
variantes genéticas descritas, la isoforma Tf C es la más importante dentro de la 
población caucasiana. Tf C a su vez, presenta hasta dieciséis subtipos, de los cuales Tf C1 
presenta una prevalencia del 95 %. Por otro lado, Tf C2 puede estar asociado a 
diferentes patologías, entre las que está descrita la AR. Otras isoformas son Tf B y Tf D 
(Namekata et al., 1997).  
El estudio de estos polimorfismos resulta interesante, pues puede explicar los 
niveles alterados de estas proteínas. Por ejemplo, se sabe que en el caso de la Gc- 
globulina la concentración en el suero de la misma es muy dependiente del fenotipo: 
Gc2-2 < Gc2-1 < Gc1-1 (Constans et al., 1983; Daiger et al., 1984; Lauridsen et al., 2001) 
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6.- REDUCCIÓN DEL RANGO DINÁMICO DE ABUNDANCIA DE PROTEÍNAS MEDIANTE 
LIBRERÍAS PEPTÍDICAS: PROTEOMINER™ 
Como acabamos de ver, una de las estrategias de reducción del rango dinámico 
de concentraciones de proteínas en el suero es la eliminación de las proteínas más 
abundantes mediante distintas metodologías basadas bien en filtración, precipitación o, 
como ha sido nuestro caso, cromatografía de afinidad. Una segunda posibilidad para 
acceder al proteoma “oculto” de los fluidos biológicos consiste en incrementar el 
número relativo de copias de las proteínas de baja abundancia a la par que se reduce el 
número de copias de las más abundantes. Esta tecnología, introducida por el grupo de 
Boschetti en el año 2005 (Thulasiraman et al., 2005; Righetti et al., 2005a; Righetti et al., 
Figura 33. Análisis de varios polimorfismos genéticos presentes en el suero tras el fraccionamiento del 
mismo. (A) Representación esquemática de la región A1AT, donde podemos observar diferentes 
fenotipos para la Gc-Globulina (proteína de unión a vitamina D) y la α2-HS glicoproteína. (B) 
Polimorfismos de la Apo H detectados en nuestro estudio. Se han descubierto dos alelos (ApoH*2 y 3). En 
la imagen podemos observar tres individuos fenotípicamente diferentes: Un homocigoto para ApoH 2-2, 
un homozigoto para ApoH 3-3 y un heterozigoto ApoH 2-3. 
A) α2-HS glicoproteína, gc-globulina, antitrombina III, 
α1- anti-tripsina y α1-antiquimotripsina
B) ApoH
ApoH 2-2
ApoH 2-3
ApoH 3-3
2-HS glicoproteína
Gc-globulina
-1-antiquimotripsina
A1AT
antitrombina III
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2005b), no está demasiado explorada todavía, a tenor del bajo número de publicaciones 
con muestras de fluidos biológicos humanos como el plasma, suero, fluido 
cerebroespinal, leche u orina.  La metodología se basa en el uso de bibliotecas de 
ligandos peptídicos combinatorios (CPLL; “combinatorial peptide ligand library”) unidos 
a una fase sólida (“beads”), también denominada tecnología “Equalizer” por el grupo de 
Boschetti.  Esta tecnología se basa en beads cromatográficas con una estructura porosa, 
un diámetro promedio de 60 μm y con una densidad de ligandos de 40-60 μmoles por 
cada ml de volumen empaquetado de resina. Estos últimos son hexapéptidos formados 
a través de 64 millones de combinaciones aleatorias de los 20 aminoácidos que 
constituyen las proteínas (Número de ligandos disponibles= Nn, en donde  N = número 
de aminoácidos y n el número de ciclos de síntesis. Cuando N=20 aminoácidos y n=6 
ciclos (hexapéptidos; 6 aa), Nn= 206= 64,000,000 ligandos peptídicos diferentes). Cada 
esfera contendrá, por tanto, millones de ligandos con una determinada secuencia 
primaria y una estructura concreta que puede ser empleada para capturar una o varias 
especies proteicas. Como en la matriz hay millones de esferas, el resultado es un elevado 
número de hexapéptidos diferentes en la matriz cromatográfica, lo que significa que, 
empleando un volumen apropiado de dicha matriz, habrá siempre alguna esfera 
particular portando un hexapéptido específico capaz de interactuar con cualquiera de las 
proteínas presentes en un proteoma complejo como el de un fluido biológico. Es más, es 
probable que haya especies proteicas interactuando con más de una esfera/hexapéptido 
a la vez o diferentes esferas que interactúen con la misma proteína. En cualquier caso, si 
tenemos en cuenta que el número de genes en el ser humano oscila entre 20,000-
25,000 (“International Human Genome Sequencing Consortium”, 2004), los 64 millones 
de combinaciones de los hexapéptidos parecen suficientes. En palabras del grupo de 
Boschetti, estas bibliotecas de ligandos peptídicos “aceptan y adoptan todos los tipos de 
fe, colores, razas y credos” (Boschetti et al., 2007).  
La tecnología se comercializa bajo el nombre de ProteoMinerTM beads o Equalizer 
beads. ProteoMinerTM ha sido combinado, por ejemplo, con SELDI-TOF-MS (Sihlbom et 
al., 2008; Fröbel et al., 2010) o 2-DE DIGE (Sihlbom et al., 2008), y es una metodología de 
gran simpleza. El protocolo del ProteoMinerTM fue llevado a cabo de acuerdo con las 
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instrucciones del manufacturador, partiendo de 1 mL de suero con una concentración  
de ≥50 mg/mL (≥50 mg de proteína total). De este modo, cuando la matriz es 
sobresaturada con una mezcla compleja de proteínas como es el suero, cada esfera 
específica por una proteína abundante como la albúmina se verá saturada y la mayor 
parte de dicha proteína no se unirá a la matriz. En cambio, las proteínas poco 
abundantes o con una riqueza intermedia serán capturadas completamente por las 
esferas, y no se perderán en la fracción no retenida por la cromatografía de afinidad; es 
decir, se enriquece en proteínas “traza” al mismo tiempo que se empobrece el fluido 
biológico en proteínas inicialmente abundantes. En este sentido es una tecnología 
diferente a los aptámeros de DNA y RNA, que están diseñados para la eliminación de 
una proteína concreta de cada vez (Tuerk & Gold, 1990). Las interacciones entre los 
hexapéptidos y las proteínas son fuertes y basadas en enlaces ión-ión, puentes de 
hidrógeno, interacciones hidrofóbicas, dipolo-dipolo o fuerzas de van-der-Waals. Se ha 
descrito también la unión de proteínas a los polímeros que constituyen las beads 
(Hartwig et al., 2009).  
En cuanto a la elución existen varias opciones de deshacer estas interacciones. 
Puede realizarse en un solo paso con un tampón agresivo o bien en varios pasos con un 
único tampón o con varios. Algunos de estos tampones son soluciones caotrópicas 
neutrales  basadas en urea (y en algunas ocasiones tiourea), como por ejemplo los 
siguientes: 1) 2M tiourea, 7M urea, 4 % CHAPS  
(tampón TUC; Righetti et al., 2006; Martins de Souza et al., 2007); 2) 4M urea, 1 % 
CHAPS (Righetti et al., 2006; Bandow et al., 2010); 3) 4M urea, 1 % CHAPS, 5 % ácido 
acético (Righetti et al., 2006; Dwivedi et al., 2010; Ernoult et al., 2010; Fakelman et al., 
2010;  Beseme et al., 2010); 4) 8M urea, 2 % CHAPS, 5 % ácido acético (Righetti et al., 
2006; Fröbel et al., 2010; De Bock et al., 2010). Este tipo de tampones deshacen las 
interacciones hidrofóbicas y los puentes de hidrógeno y, más importante, son 
compatibles con 2-DE. Otros, de elevada fuerza iónica y efecto 
caotrópico/desnaturalizante, como 6M guanidine HCl pH ó 200 mM glicina-HCl pH 2.5 
(Righetti et al., 2006; Wang et al., 2010), permiten eluir proteínas en un solo paso, 
incluidas las más tenazmente unidas. Otra opción de elevada eficacia probada sería el 
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hervido de las muestras en 4 % SDS, 25 mM DTT (Righetti et al., 2006; Bandhakavi et al., 
2009; Candiano et al., 2009). Sin embargo, todo este tipo de tampones requieren un 
desalado posterior de las muestras por diálisis, cromatografía o precipitación si uno 
quiere analizar la fracción retenida por electroforesis bidimensional.  
En nuestros ensayos las esferas fueron lavadas varias veces en condiciones 
fisiológicas con tampón PBS (150 mM NaCl, 10 mM NaH2PO4, pH 7.4), para eliminar 
todas aquellas proteínas no unidas a la matriz, y después de un lavado adicional con 
agua desionizada, la fracción retenida, por la matriz, fue eluída con una solución que 
contenía 8 M urea y 2 % CHAPS en 5 % ácido acético durante 15 min. Este proceso de 
elución fue elegido en principio por ser el más compatible con la primera dimensión (IEF) 
de la electroforesis bidimensional. Sin embargo, como muestra la figura 34A, cuando las 
muestras fueron analizadas directamente mediante 2-DE se produjo una compresión 
artefactual de algunas de las proteínas hacia el extremo acídico del gradiente de pH. Este 
tipo de problemas ya han sido detectados previamente, y probablemente se deben a 
sustancias interferentes procedentes del suero que han permanecido (lípidos y sales) y 
sobre todo por la naturaleza acídica del reactivo de elución del kit, que impide la 
focalización de las proteínas (Bellei et al., 2011). Por este motivo, las muestras tuvieron 
que ser tratadas finalmente con el kit 2-D Clean-Up de Amersham, con el fin de eliminar 
estos problemas antes de poder analizarlas. Aún así, y como se puede observar en la 
Figura 34B, existe un notable “streaking” vertical en los geles en el caso de algunas 
proteínas. La cantidad de proteína en la fracción eluída oscilaba entre 1.75 y 1.86 mg 
(Tabla 16), lo que condicionaba notablemente el número de réplicas a realizar y la 
cantidad de proteína a cargar en la primera dimensión. En estos ensayos se 
seleccionaron tiras de isoelectroenfoque de 11 cm (pH lineal 5-8, BIO-RAD®), que fueron 
cargadas con 0.1 mg de proteína de la fracción retenida. Estas condiciones fueron un 
poco distintas de las empleadas para las muestras de suero sin 
inmunoglobulinas/albúmina, no sólo en el rango de pH (11 cm, pH 4-7 de GE 
Healthcare®) sino sobre todo en la cantidad de proteína cargada (0.5 mg). Por este 
motivo, en esta serie de ensayos los geles bidimensionales fueron teñidos con SYPRO 
Ruby, un fluoróforo que se une de forma no covalente a un gran número de proteínas 
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(sobre todo acídicas), que tiene una elevada sensibilidad (0.25-1 ng) y reproducibilidad y 
puede ser reutilizado (un factor muy importante teniendo en cuenta su elevado precio; 
Lopez et al., 2000).  La digitalización de los geles se llevó a cabo en el LAS 3000 
(analizador de imágenes luminiscentes con cámara fuji).    
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 16. Porcentaje de recuperación tras el ProteoMiner™. 
Muestra Proteína cargada 
(mg) 
Proteína eluida (mg) % Recuperación 
Sueros 79.53 1.75 2.20 
SAR 72.25 1.86 2.57 
De la observación del gel representativo de la Figura 34B (suero tratado con 
CPLL) se deduce que existe una notable disminución de proteínas abundantes como la 
albúmina y las inmunoglobulinas así como un enriquecimiento en proteínas menos 
abundantes, especialmente de peso molecular pequeño (Righetti et al., 2006). Esto se 
traduce en una mayor uniformidad en la intensidad de los spots que en el suero inicial 
(Figura 34A), así como en una mejor separación de las proteínas. No obstante, a pesar de 
lo que indican ciertos autores (Léger et al., 2011), el número de spots (21) en los geles 
de 2-DE no fue más elevado que el obtenido con los protocolos de fraccionamiento 
mediante geles tiofílicos/anti-HSA (51) partiendo de un volumen de 1 mL de suero. 
Además, proteínas de elevada abundancia como albúmina, α1-antitripsina, apo A-I, apo 
Figura 34. (ProteoMiner
TM
). 
A) Poll de muestra Sin 
clean-up B) Con clean-up. 
Tiras de IEF (11 cm, pH 5-8). 
100 µg proteína/tira. 2-DE.  
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A-IV y apo E siguen estando todavía presentes en los sueros tratados con CPLL. Algunos 
autores señalan que la presencia de estas proteínas puede ser debido a una aparente 
mayor afinidad de las librerías peptídicas por especies de mediana abundancia como las 
apolipoproteínas (Pitteri & Hanash, 2007). También pueden haber influido otros 
aspectos en el número de spots detectados. El primero, la proporción suero: matriz. En 
nuestro caso hemos empleado volúmenes de 1 mL de suero, pero una mayor cantidad 
de muestra inicial (ej., 2, 5, 10 mL) podría ser importante para generar un mejor 
rendimiento de proteína en la fracción retenida, ya que la limitada cantidad de proteínas 
en la fracción eluída (Tabla 16) restringía a sólo 0.1 mg la carga de las tiras de IEF y el 
número de réplicas. También, porque de ese modo hay una mayor cantidad de partida 
de proteínas de baja abundancia para concentrar y así una mayor probabilidad de 
detectarlas por 2-DE (Guerrier et al., 2006). El segundo, el proceso de captura de los 
péptidos a pH neutral, ya que ciertos autores señalan que un pH acídico (pH 4.0) por 
ejemplo, incrementa el número de proteínas fijadas a las librerías peptídicas (Guerrier et 
al., 2006; Fasoli et al., 2010). También la fuerza iónica del tampón en este paso parece 
influir (Guerrier et al., 2006). Por último, la elución de las proteínas en un único paso y 
con un tampón basado en urea y CHAPS. De este modo, aunque este es un tampón 
eficaz, es probable que hubiesen quedado proteínas fijadas todavía a la matriz y que 
requiriesen una elevada fuerza iónica para su elución. De hecho, se estiman pérdidas 
que llegan hasta el 20 % del total del proteoma analizado cuando se emplea este 
tampón (Di Girolamo et al., 2011). Por este motivo, un proceso de elución secuencial 
podría ser una mejor alternativa futura para lograr un mayor fraccionamiento de la 
muestra e incrementar así el número de proteínas detectadas en nuestros geles 
(Guerrier et al., 2006). Un ejemplo sería el propuesto por BioRad para el ProteoMiner: 
Reactivo 1: 1M cloruro sódico, 20 mM HEPES; reactivo 2: 200 mM glicina pH 2.4; reactivo 
3: 60 % etilen glicol en agua; reactivo 4: 33.3 % 2-propanol, 16.7 % acetonitrilo, 0.1 % 
ácido trifluoroacético. El problema de este tipo de protocolos de elución secuencial es su 
incompatibilidad con la electroforesis bidimensional. Aparte de la todavía baja 
recuperación de proteína, otro problema de las CPLLs es su naturaleza no reutilizable y 
el coste por cada mL de suero procesado, sobre todo en comparación con el uso de la 
cromatografía tiofílica /cromatografía de afinidad anti-HSA (Tabla 17). En compensación, 
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las CPLLs proporcionan una buena reproducibilidad técnica y un tiempo de 
procesamiento corto, lo que ayuda a la hora de realizar estudios clínicos de medio 
tamaño (e.j., N=100 muestras; Léger et al., 2011). Además, no están limitadas a 
muestras procedentes de una especie en concreto, como ocurre con las matrices de 
inmunoafinidad, de modo que la misma librería peptídica puede servir para tratar 
muestras de suero humano, de ratón o de rata. 
Algunos spots presentes en la fracción eluída de ProteoMinerTM fueron seleccionados 
para la identificación mediante MS. Dicha identificación se realizó mediante 
tripsinización y análisis de la huella peptídica (MASCOT), empleando como bases de 
datos NCBI y MSDB. 
 
Tabla 17. Comparativa  costes/características de las dos aproximaciones (Adaptada de Millioni et al., 2011)  
Fraccionamiento Reutilización 
/específico de 
muestra 
Capacidad Recuperación 
de proteína 
Coste 
(€) por 
kit 
(2013) 
Coste 
(€) por 
1000 µL 
suero 
(2013) 
Tiempo (h) requeridas 
para procesar 1000 μL de 
suero 
ProteoMiner
TM
 
(alta capacidad) 
No/No 1000 µL 
(~70 mg de 
proteína) 
~3.7 %  
(~2.6 mg) 
100 € 
 
100 € ~3h 
Eliminación de 
proteínas 
abundantes 
mediante T-gel y 
anti-HSA 
parcialmente/ 
parcialmente 
 
1000 µL 
(~70 mg de 
proteína) 
~30 % 
 
467 € 467 € ~5h 
ProteoPrep20 100 veces/si 8 µL ~3 % (~17 µg) 
 
1090 € 1300 € 0.5h x 125 = 62.5h 
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La mayoría de los spots (los más prominentes), fueron identificados por 
comparación con mapas de referencia, sobre todo los proporcionados por los trabajos 
de Sihlbom et al., 2008, Beseme et al., 2010, Lorkova et al., 2011 y Bellei et al., 2011, 
que emplearon suero (o plasma) y un sistema de elución similar (salvo el trabajo de 
Sihlbom et al., que utilizó un proceso de elución secuencial) (Figura 35A).  En total, y a 
falta de una caracterización más exhaustiva de las proteínas retenidas por la librería 
peptídica y de las confirmaciones pertinentes, se han identificado 18 proteínas no 
redundantes en los geles bidimensionales. Dicho número podría llegar fácilmente al 
doble, dado que existen numerosos spots de los que todavía se desconoce su naturaleza 
(Figura 35A). No obstante, si asumimos dicho número y lo comparamos con el número 
de proteínas detectadas conjuntamente en el albuminoma, inmunoglobulinoma y 
fracción no retenida en la técnica de eliminación selectiva de proteínas mediante 
cromatografía tiofílica y cromatografía anti-HSA (N=40), podemos decir que las CPLLs no 
son más eficaces a la hora de permitir el acceso al proteoma profundo del suero que las 
aproximaciones más clásicas de eliminación selectiva de proteínas partiendo de un 
volumen de 1 ml de suero. Es más, si comparamos nuestros estudios (Figura 35B, A y B) 
con los realizados por diversos autores en suero (o plasma) tratado con CPLLs y 
analizado por 2-DE (Figura 35B; C, Sihlbom et al., 2008; D, Beseme et al., 2010; E, Bellei 
et al., 2011) podemos deducir que el número de proteínas detectadas e identificadas 
utilizando CPLLs oscila entre 18 y 35, que de 7-14 proteínas van a ser coincidentes entre 
los diferentes trabajos (comparados de dos en dos), y que tan sólo tres proteínas son 
comunes a todos los estudios: curiosamente dos apolipoproteínas, apo A-I y apo A-IV, y 
un factor de complemento, el C4. 
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Figura 35. Mapa de referencia de las proteínas séricas humanas retenidas por la tecnologia de librerías 
peptídicas ProteoMiner
TM
  (A) Proteínas séricas capturadas por CPLL (0.1 mg) seguido por IEF (tiras 11 cm, pH 
lineal 5-8, BIO-RAD®) y electroforesis % SDS-PAGE. Las proteínas señaladas en negro fueron seleccionadas para su 
identificación mediante MS. Las proteínas señaladas en azul fueron identificadas en bases a los mapas de 
referencia publicados por Sihlbom et al., 2008 (plasma), Beseme et al., 2010, Bellei et al., 2011 (suero) y Lorkova et 
al., 2011. (B) Diagrama de Venn que represente las proteínas identificadas en la FNR/FR y en la FR por 
Proteominer.  
A) 
B) 
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7.- ESTUDIO PRELIMINAR DE LOS NIVELES SÉRICOS DE PROTEÍNAS EN EL DIAGNÓSTICO 
PRECOZ DE PACIENTES CON AR Y DONANTES SANOS 
El siguiente paso dado fue validar el protocolo desarrollado de eliminación de 
inmunoglobulinas y albúmina mediante cromatografía tiofílica/afinidad utilizando 
muestras de 1 mL de suero de pacientes con artritis reumatoide recientemente 
diagnosticada o cuyo tratamiento había cesado. El proteoma de estas muestras fue 
comparado con el de muestras de suero de personas que no presentaban ningún signo o 
síntoma de enfermedad ni aguda ni crónica (sanos). El proceso se llevó en dos etapas: 
una primera preliminar, en las que se trabajo con un tamaño muestral muy pequeño 
(N=3) a la búsqueda de grandes variaciones en la cantidad de las denominadas proteínas 
o reactantes de fase aguda, y una segunda etapa en la que el tamaño muestral fue más 
elevado (N=9) con el objetivo de realizar un estudio de expresión diferencial e identificar 
variaciones más sutiles en la presencia de isoformas/variantes genéticas que pudiesen 
estar ligadas a esta enfermedad.  
En el primer estudio realizado se seleccionaron tres pacientes, dos mujeres y un 
hombre, todos ellos con signos de artrosis, inflamación y dolor, pero con niveles 
diferentes de proteína C reactiva (CRP), tasa de eritrosedimentación (ESR) y factor 
reumatoide. Como grupo control se empleó el suero de tres voluntarios anónimos 
sanos, de características similares respecto a rango de edad y sexo. La Tabla 18 resume 
los parámetros clínicos de estos tres pacientes involucrados en este estudio preliminar.  
Cada muestra (3 procedentes de individuos sanos y otras 3 de enfermos) fue 
analizada por triplicado, de modo que se generó un número total de 18 tiras de IEF. Para 
reducir la variabilidad técnica, se empleó la carcasa Ettan DALT Six para la segunda 
dimensión. Con este sistema se pueden analizar al mismo tiempo hasta un número total 
de doce muestras, ya que en cada uno de los geles de gran formato son acomodadas dos 
tiras de IEF (11 cm); para facilitar la comparación, estas dos tiras se correspondían con 
muestras de donantes sanos (S) y pacientes (SAR). 
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Tabla 18. Características de los pacientes con AR (estudio preliminar). 
* ESR, ratio de sedimentación de eritrocitos (mm h
-1
); CRP, proteína C reactiva (mg  L
-1
); Escala VAS, escala analógica 
visual.   
Con el mismo propósito, se utilizaron tiras de IEF de pH 4-7, ya que muy pocas 
proteínas del suero tienen un punto isoeléctrico fuera de este rango de pH. La presencia 
de las proteínas en los geles fue revelada mediante el uso del protocolo “Blue silver” 
(Coomassie G-250 micelar), de sensibilidad algo menor a la tinción de plata pero mayor 
compatibilidad con masas (Candiano et al., 2004). La Figura 36A (scatter plot; donantes 
sanos vs. donantes enfermos) muestra la presencia en los geles de 266 spots, con un 
excelente coeficiente de correlación entre los dos tipos de muestras (0.969) y una 
pendiente de 1. Para refutar la hipótesis nula de concentraciones inalteradas de 
concentraciones de proteínas (media ± SD) en las muestras de pacientes al compararlas 
con las de donantes sanos los resultados fueron sometidos al test no paramétrico 
Mann–Whitney (intervalo de confianza al 95 %), incluido dentro del programa 
PDQuestTM y que no depende de la distribución de los datos. 
Los resultados (Figuras 36B y Tabla 19) señalan la presencia de una serie de spots 
significativamente reducidos en artritis reumatoide (p≤0.05), que se corresponden con 
proteínas de fase aguda negativa como la albúmina, A1AT, α2-HS-glicoproteina, 
antitrombina III, hemopexina, proteína de unión al retinol, tetranectina, transtirretina y 
varias proteínas no identificadas. Del mismo modo, también fueron detectados en los 
pacientes niveles significativamente (p≤0.05) elevados de la proteína de fase aguda 
positiva haptoglobina y la LRG (Figura 37). De este modo, la reproducibilidad de la 
cromatografía tiofílica, en combinación con la cromatografía de inmunoafinidad frente a 
albúmina, permite detectar la respuesta de fase aguda subyacente en este tipo de 
Número Sexo Edad 
(años) 
ESR* 
 
CRP* 
 
Factor 
reumatoide 
Número de 
articulaciones 
afectadas 
Número de 
articulaciones 
dolorosas 
Escala 
VAS* 
(mm) 
Signos 
de 
artrósis 
SAR0 m 74 5 - - 20 n.d 70 + 
SAR1 f 81 51 16.8 + 6 6 30 + 
SAR4 f 69 43 18.7 + 12 25 73 + 
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pacientes, que no es distorsionada por el método de reducción del rango dinámico de la 
muestra.  
Las proteínas cuya expresión alterada ha sido detectada en nuestros geles están 
inmersas en un complejo patrón en donde proteínas como por ejemplo la apo A-I, la 
proteína de unión a vitamina D, la α2-macroglobulina, la α1-β-glicoproteina, la apo A-IV, 
la apo E o el factor de complemento C1s están reducidas de manera concertada, 
mientras que otras como el fibrinógeno, la α1-antiquimotripsina, la ceruloplasmina, la 
proteína amiloide sérica A o el factor C3 están aumentadas.
Figura 36. Análisis comparativo sanos (n=3) vs enfermos (n=3). Se compararos 0.5 mg de proteína en tiras 
de 11 cm, pH 4-7 para la 1D, la 2D se resolvió en la carcasa Ettan Dalt six. Los geles fueron teñidos con 
Coomassie G-250 Blue Silver. Análisis estadístico llevado a cabo gracias al software PDQuest™, se 
establecieron dos clases SANOS y ENFERMOS (A), cada clase tres individuos y cada individuo tres réplicas, 
en total se analizaron 9 geles. La variabilidad inter e intramuestral fue calculada mediante la herramienta 
“scater plot” del PDQuest. Se identificaron hasta 16 spots que presentaban diferencias significativas 
(p≤0.05, Mann-Whitney, 95 %) mediante EM (B). 
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Tabla 19. Spots significativos del análisis (p≤0.05). 
   SANOS AR   
Número spot ssp Nombre proteína Intensidad del spot cv Intensidad del spot cv Ratio  
2 6804 Álbumina 558523.1 53.4% 233135.9 71.2% 0.42 disminuida 
5 1510 α1-antitripsina 2569628.0 42.0% 1241969.1 112.5% 0.48 disminuida 
5 1512 α1-antitripsina 4826798.5 48.6% 2864055.3 152.2% 0.59 disminuida 
5 2504 α1-antitripsina 4286870.0 20.1% 2600052.5 83.9% 0.61 disminuida 
5 2704 α1-antitripsina 4269439.5 95.6% 1916439.3 84.4% 0.45 disminuida 
5 3716 α1-antitripsina 3549737.8 90.3% 1672164.5 158.7% 0.47 disminuida 
9 515 α2HS-glicoproteína 181317072.0 26.2% 109593952.0 26.1% 0.60 disminuida 
13 4505 Antitrombina III 42670528.0 27.6% 25310356.0 17.9% 0.59 disminuida 
13 4508 Antitrombina III 23376402.0 32.1% 13934679.0 46.4% 0.60 disminuida 
13 5401 Antitrombina III 3045072.5 38.2% 1567074.0 39.8% 0.51 disminuida 
29 1215 Haptoglobina cadena β 9777729.0 130.5% 91299472.0 73.2% 9.34 aumentada 
29 2208 Haptoglobina cadena β 5881880.0 84.1% 12482924.0 41.2% 2.12 aumentada 
29 6004 Haptoglobina cadena β 340042.0 88.1% 863209.8 58.6% 2.54 aumentada 
30 7 Hemopexina 619800.3 56.7% 257991.1 71.9% 0.42 disminuida 
35 208 LRG 2441945.5 48.8% 6496081.5 42.2% 2.66 aumentada 
35 302 LRG 1596791.1 61.2% 4603481.5 56.4% 2.88 aumentada 
35 304 LRG 409688.3 79.7% 1615957.0 72.8% 3.94 aumentada 
38 4010 Retinol BP 1966487.0 51.2% 742569.4 120.7% 0.38 disminuida 
40 4009 Tetranectina 615996.4 84.3% 221736.8 59.7% 0.36 disminuida 
41 4008 Transtirretina 15946162.0 34.5% 5383894.0 36.0% 0.34 disminuida 
43 6903 desconocida 392372.4 53.8% 226828.9 86.9% 0.58 disminuida 
44 7908 desconocida 1008919.4 54.0% 402722.4 81.2% 0.40 disminuida 
45 8317 desconocida 4437155.0 25.0% 2817992.5 35.4% 0.64 disminuida 
46 8318 desconocida 3522495.0 28.5% 2113195.5 59.0% 0.60 disminuida 
47 5021 desconocida 485981.5 51.1% 208038.4 44.6% 0.43 disminuida 
48 6009 desconocida 230285.6 98.9% 119169.1 10.7% 0.52 disminuida 
 
Dicha respuesta de fase aguda es dependiente de la producción de citoquinas 
proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-α o IL-12) por parte de células presentadoras de 
antígeno. Ayuda al cuerpo a opsonizar y fagocitar ciertas macromoléculas procedentes 
del tejido dañado, como es el caso de la CRP o los factores del complemento. También 
Los coeficientes de variación; CV % se calcularon como desviación estándar (SD)/media x 100, de cada spot. 
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bloquea la acción de enzimas proteolíticas (ej., α1-antitripsina y α1-antiquimotripsina), 
captura moléculas de hemoglobina (ej., Haptoglobina o hemopexina), regula la 
fibrinolisis (ej., Tetranectina) o simplemente sirven de almacén de aminoácidos que son 
movilizados en el momento que se requiera realizar síntesis de otras proteínas (ej., 
albúmina y transtiretina). De otras, en cambio, se desconoce su función (ej., α2-HS-
glicoproteína). 
Figura 37. Proteínas significativas de nuestro análisis. Proteínas como la 
haptoglobina o la LRG se encuentran aumentadas en pacientes de AR, mientras 
que otras como la tetranectina o la ATIII están reducidas. 
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De acuerdo con nuestros datos de variabilidad intermuestral (CV = 49.1±28.2 %) y 
datos publicados por Molloy et al. en 2003, un tamaño muestral de n= 3–4 podría ser 
suficiente para detectar, con un 80 % de poder estadístico (sensibilidad) y un valor p de 
0.05, un cambio de cómo mínimo 2-veces (100 %) en el valor de intensidad de un spot. 
Por tanto, existe en nuestro estudio un nivel de confianza estadística razonable para 
mostrar diferencias cuantitativas de proteínas como LRG, con aumentos de 2.66–3.94 
veces (150-300 %) (Tabla 19). Sin embargo, en esta primera fase nuestro objetivo no era 
identificar proteínas expresadas diferencialmente en pacientes, sino probar que el 
protocolo es adecuado para la realización de estudios proteómicos cuantitativos. Por lo 
tanto, los datos referidos a la abundancia diferencial de LRG, ATIII o la proteína de unión 
al retinol (Figura 37) fueron, en este punto, tomados como preliminares. Además, se 
habían observado diferencias cuantitativas, aunque no siginificativas, en los niveles de 
otras proteínas séricas como la transferrina, ApoAI, SAP o α1-microglobulina. Por ese 
motivo, el número de muestras fue ampliado de 3 a 8 donantes en cada grupo muestral.  
8.- ESTUDIO PROTEÓMICO CUANTITATIVO EN SUEROS DE PACIENTES CON ARTRITIS 
REUMATOIDE 
Para este nuevo estudio hemos tenido en cuenta una variabilidad intermuestral 
promedio en nuestros datos del 49 % (S), y asumido un riesgo de falsos positivos del 5 % 
(T) para poder elegir un tamaño de muestra (n) que nos controle el riesgo de falsos 
negativos. Para ello hemos establecido una sensibilidad del 80 % (poder estadístico; Z), 
que es la probabilidad de que una proteína expresada diferencialmente nos aparezca 
con niveles aumentados (o reducidos) en el grupo de pacientes, y un valor de expresión 
diferencial (D) que queremos detectar de por lo menos 125 % (2.25 veces). Con estos 
datos, se puede hacer una estimación bastante buena del tamaño muestral (n) necesario 
a través de la expresión: 
 
2
2
2
2
D
S
TZn   
Teniendo en cuenta un poder estadístico del 80 % y un nivel de significación del 5 
% esta expresión puede ser simplificada y nos genera un tamaño muestral de 
aproximadamente n= 8 (Horgan et al., 2007). Por este motivo, el segundo grupo de 
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estudio consistió en 8 individuos control sanos y 8 enfermos no medicados o de reciente 
diagnóstico. El rango de edad del grupo control osciló entre 24 y 59 años, y contuvo 3 
hombres y  5 mujeres. En cuanto al grupo de pacientes, su media de edad fue algo 
superior (entre 19 y 81 años), y estaba formado por 2 hombres y 6 mujeres. Las 
características de los pacientes se resumen en la Tabla 20. Aunque la replicación 
biológica es siempre mejor que la replicación técnica (Horgan et al., 2007), la cantidad 
de muestra obtenida nos permitió analizar por triplicado tanto los sueros sin 
inmunoglobulinas ni albúmina como el inmunoglobulinoma. Se utilizaron (0.5 mg 
proteína/tira), generando un montante total de 96 geles bidimensionales. Cada muestra 
fue emparejada, de modo que en cada gel se analizó una muestra de un donante sano 
(S) y una muestra de un paciente (SAR). Dado que por debajo de pH 4 o por encima de 
pH 7 apenas se visibilizaban proteínas, se trabajó con un rango de pH 4-7NL para el 
suero sin Ig/HSA. En cambio, se empleó un rango de pH 3-10NL para el 
inmunoglobulinoma. Una vez teñidos los geles, digitalizados y analizadas las imágenes 
mediante el software PDQuest, se obtuvieron un conjunto de datos de intensidad para 
cada uno de los spots. Cabe destacar, a primera vista, que los patrones de spots 
visualizados en los geles de los controles sanos en comparación con los observados en 
enfermos son muy similares, lo que se corresponde con los altos coeficientes de 
correlación (0.943, inmunoglobulinoma; 0.949, FNR total) obtenidos mediante la 
herramienta Scatter Plot de PDQuestTM (Figura 38).  
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Tabla 20. Características de los pacientes con AR 
 
Número sexo Edad 
(años) 
ESR* 
 
CRP* 
 
Factor 
reumatoide 
Número de 
articulaciones 
afectadas 
Número de 
articulaciones 
dolorosas 
Escala 
VAS* 
(mm) 
Signos de 
artrósis 
SAR0 m 74 5 - - 20 n.d 70 + 
SAR1 f 81 51 16.8 + 6 6 30 + 
SAR4 
SAR5   
SAR6  
SAR7  
SAR8 
SAR9    
f 
f 
f 
m 
f 
f 
69 
53 
19 
67 
64 
46 
43 
72 
n.d 
n.d 
n.d 
n.d 
18.7 
n.d 
n.d 
n.d 
n.d 
n.d 
+ 
n.d 
n.d 
n.d 
n.d 
+ 
12 
5 
15 
16 
22 
15 
25 
5 
22 
22 
35 
21 
73 
90 
75 
70 
n.d 
60 
+ 
- 
- 
- 
n.d 
- 
* ESR, ratio de sedimentación de eritrocitos (mm h-1); CRP, proteína C reactiva (mg  L-1); Escala VAS, escala analógica 
visual.   
 
Figura 38. Imagen Scatter Plot sanos vs SAR. Podemos observar unos altos coeficientes de correlación tanto 
para el inmunoglobulinoma (A) como para la FNR total (B). A demás podemos apreciar en número total de 
spots analizados en cada uno de los análisis, 220 spots en el caso de las inmunoglobulinas (A) y 253 spots para 
las muestras sin Igs ni HSA (B). 
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8.1.- ESTUDIO ESTADÍSTICO UNIVARIANTE 
Para un análisis más pormenorizado de las diferencias en composición proteica 
entre las muestras de individuos sanos y las de los pacientes, los datos de intensidad 
fueron sometidos a análisis estadístico empleando el programa R (http://cran.r-
project.org/). Con el fin de detectar diferencias significativas entre los dos grupos 
independientes (sanos y enfermos) el primer tipo de análisis estadístico fue de tipo 
univariante, aplicando dos tipos de contrastes: a) Un test t de Student para aquellas 
variables que seguían una distribución normal; b) un test basado en rangos como la U de 
Mann-Whitney (generalización del test de Wilcoxon) para realizar contraste de 
diferencias en aquellas variables cuya distribución no era normal.  Para evaluar la 
normalidad de las distribuciones se aplicó el test de Shapiro-Wilks, un contraste más 
permisivo que el Kolmogorov-Smirnov; se fijó un nivel de significación del 5 %. 
Suero sin inmunoglobulinas/albúmina 
En el caso de las muestras de suero a las que se les había eliminado las 
inmunoglobulinas y la albúmina se identificaron 30 spots cuya distribución era normal. 
Aplicamos el contraste de diferencias de medias (T-test) considerando como hipótesis 
nula (H0) que los valores medios en los dos grupos eran iguales, y como hipótesis 
alternativa (Ha) que los valores medios en los grupos eran distintos. Como se muestra en 
la Tabla 21, se encontraron reducciones significativas (5 %) en el grupo de pacientes para 
8 de esos 30 spots: albúmina, apo A-I, apo A-IV, apoH, ATIII y transtirretina. En cambio, 
la cadena β de la haptoglobina estaba significativamente aumentada en artritis 
reumatoide. 
El siguiente paso fue realizar un contraste de igualdad de distribuciones basado 
en rangos de las variables para evaluar si existían diferencias significativas entre los 
grupos. Se realizaron dos contrastes. En el primero se tomó como hipótesis nula (H0) 
que la distribución de los spots en sanos y enfermos era la misma, y como hipótesis 
alternativa (Ha) que la distribución de los spots en sanos y enfermos era diferente. 
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TABLA 21.  Resultados del T-test correspondientes al suero sin inmunoglobulinas ni albúmina 
PROTEÍNA 
CANTIDAD EN 
PACIENTES 
Nº SPOT ASIGNADO EN 
PDQuestTM 
BIBLIOGRAFÍA P-VALOR EN T-TEST 
Albúmina* Reducida Spot 7604 Niwa et al., 1990 0.008 
Apo A-I Reducida Spot 4004 Doherty et al., 1998 0.003 
Apo A-IV Reducida Spot 3204 Doherty et al., 1998 0.011 
ApoH Reducida Spot 7506 (**) 0.034 
ATIII Reducida Spot 5504 Kamper et al., 1998 0.004 
Haptoglobina,  Aumentada Spot 3205 
Doherty et al., 1998; 
Kantor et al., 2004 
0.009 
Haptoglobina,  Aumentada Spot 3210 
Doherty et al., 1998; 
Kantor et al., 2004 
0.006 
Transtirretina 
tetramérica * 
Reducida Spot 6009 
Doherty et al., 1998 
(monomérica) 
0.017 
(*) Proteínas séricas cuya concentración ya se había encontrado modificada en el estudio preliminar. No se pudieron confirmar la 
α2-HS-glicoproteína, la proteína fijadora de retinol y la tetranectina. (**) Bibliografía no encontrada.    
Dado que existían datos repetidos (ties) debidos al valor del background se utilizó 
una modificación de la U de Mann-Whitney, encontrando que 41 de ellos presentaban 
diferencias significativas en los valores de intensidad (Tabla 22). Posteriormente, se 
realizó un nuevo contraste utilizando el test U de Mann-Whitney, si bien esta vez se 
modificó el planteamiento de la hipótesis inicial: H0, distribución del spot en sanos está 
“por encima” o es igual que en enfermos; Ha: distribución del spot en sanos está por 
debajo que en enfermos. En la Tabla 22 se muestran los spots para los que rechazamos 
H0; es decir, aquellas proteínas aumentadas en enfermos. De este modo, se confirmaron 
elevaciones en pacientes de proteínas de fase aguda positivas ya detectadas en el 
estudio preliminar, como la haptoglobina, así como incrementos en una serie de 
proteínas no identificadas (Tabla 22). Por otro lado, se siguieron observando reducciones 
en las mismas proteínas de fase aguda negativa que en el estudio preliminar (albúmina, 
A1AT, antitrombina III, hemopexina y transtirretina), ampliando dicho número al factor 
C2 del complemento, tres apolipoproteínas (apo A-I, apo A-IV y apo H) y una serie de 
proteínas todavía no identificadas. No fueron confirmadas, sin embargo, las alteraciones 
en las proteínas séricas α2-HS-glicoproteina, la proteína de unión al retinol o la 
tetranectina, si bien estudios de otros autores han observado modificaciones en estas 
proteínas (Doherthy et al., 1998; Camafeita et al., 2009; Kamper et al., 1998; Sato et al., 
2007 y Honkanen et al., 1989). 
Resultados & Discusión 
 
188 
 
TABLA 22.  Resultados del test U- de Mann-Whitney correspondientes al suero sin 
inmunoglobulinas ni albúmina 
PROTEÍNA 
CANTIDAD EN 
PACIENTES 
Nº SPOT 
ASIGNADO EN 
PDQuestTM 
BIBLIOGRAFÍA 
P-VALOR EN U-DE MANN-
WHITNEY 
Contraste 1§ Contraste 2# 
A1AT* Reducida Spot 1604 Doherty et al., 1998;  0.01965 n.s. 
Albúmina* Reducida Spot 6804 Niwa et al., 1990 0.01216 n.s. 
Albúmina* Reducida Spot 7604 Niwa et al., 1990 0.00823 n.s. 
Albúmina* Reducida Spot 7805 Niwa et al., 1990 0.01952 n.s. 
Apo A-I Reducida Spot 4004 
Doherty et al., 1998; Serada  
et al., 2010 
0.00633 n.s. 
Apo A-IV Reducida Spot 3204 Doherty et al., 1998 0.00482 n.s. 
ApoH Reducida Spot 7506  0.02541 n.s. 
ApoH Reducida Spot 8510 (**) 0.02404 n.s. 
ATIII Reducida Spot 4605 Kamper et al., 1998 0.03941 n.s. 
ATIII Reducida Spot 5504 Kamper et al., 1998 0.00553 n.s. 
ATIII Reducida Spot 5505 Kamper et al., 1998 0.03900 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 6707 (**) 0.03797 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 7802  0.03981 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 7806  0.00298 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 8807  0.00444 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 8808  0.00055 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 8809  0.00025 n.s. 
Complemento C2 Reducida Spot 8813  0.03156 n.s. 
Haptoglobina,   Aumentada Spot 6011 Doherty et al., 1998; 0.00976 0.00488 
Haptoglobina,  Aumentada Spot 2204 
Doherty et al., 1998; Kantor et 
al., 2004 
0.00592 0.00296 
Haptoglobina,  Aumentada Spot 3205 
Doherty et al., 1998; Kantor et 
al., 2004 
0.00592 0.00296 
Haptoglobina,  Aumentada Spot 3210 
Doherty et al., 1998; Kantor et 
al., 2004 
0.00771 0.00386 
Haptoglobina,  Aumentada Spot 5204 
Doherty et al., 1998; Kantor et 
al., 2004 
0.01626 0.00813 
Haptoglobina,  Reducida Spot 7006  0.04361 n.s. 
Hemopexina* Reducida Spot 6 Doherty et al., 1998 0.01294 n.s. 
Hemopexina* Reducida Spot 7 Doherty et al., 1998 0.02014 n.s. 
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LRG* Aumentada Spot 1305 
Dwivedi et al., 2009; Zheng et 
al., 2009; Serada  et al., 2010 
0.03941 0.01970 
Sin identificar Aumentada Spot 2202  n.s. 0.02665 
Sin identificar Aumentada Spot 2409  n.s 0.03985 
Sin identificar Aumentada Spot 5106  n.s. 0.03231 
Sin identificar Aumentada Spot 2907  0.03194 0.01597 
Sin identificar Aumentada Spot 2908  0.00051 0.00025 
Sin identificar Aumentada Spot 3906  0.00214 0.00107 
Sin identificar Reducida Spot 5802  0.00707 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 5803  0.00540 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 6305  0.02532 n.s. 
Sin identificar Aumentada Spot 7203  0.01202 0.00601 
Sin identificar Reducida Spot 7507  6,00E-05 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 7509  0.03930 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 8408  0.00782 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 8512  0.02016 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 8705  0.00048 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 8707  0.00129 n.s. 
Transtirretina 
tetramérica * 
Reducida Spot 6009 
Doherty et al., 1998 
(monomérica) 
0.01937 n.s. 
(*) Proteínas séricas cuya concentración ya se había encontrado modificada en el anterior estudio. No se pudieron confirmar 
la a2HS-glicoproteína, la proteína fijadora de retinol y la tetranectina. (§)  Contraste 1: H0, distribución del spot en sanos y 
pacientes es la misma; Ha, distribución del spot en sanos y pacientes es diferente. (#) Contraste 2: H0, distribución del spot en 
sanos está “por encima” o es igual que en pacientes; Ha, distribución del spot en sanos está por debajo que en enfermos. (**) 
Bibliografía no encontrada.  
 
Inmunoglobulinoma 
 
En el caso de inmunoglobulinoma también se comprobó la hipótesis de 
normalidad mediante un test de Shapiro-Wilk con una significación del 5 % para los 
distintos spots, distinguiendo los grupos de sanos y enfermos. Trece spots tuvieron una 
distribución normal, tanto en sanos como enfermos, pero al aplicar un test T de 
comparación de medias tan sólo se encontró un aumento significativo (media en sanos, 
3,693.558; media en enfermos, 6,439.225) en el grupo de pacientes (p-valor= 0.00062) 
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para una proteína todavía sin identificar (SPOT 8118). El siguiente paso fue, por tanto, 
ver si existían diferencias entre las distribuciones de los spots en los grupos de sanos y 
enfermos sin suponer la hipótesis de normalidad. Para ello se utilizó el test de Mann-
Whitney (o de Wilcoxon, ya que se trataba de un contraste de distribuciones entre dos 
grupos), con una significación del 5 %. Los resultados de aquellos spots en donde se 
encontraron diferencias en las distribuciones de los valores entre los grupos son 
resumidos en la Tabla 23 (contraste 1). Una vez detectadas dichas diferencias, al igual 
que se hizo anteriormente, se aplicó el test de Mann-Whitney modificando el 
planteamiento de las hipótesis y considerando como hipótesis nula (H0) que la 
distribución del spot en sanos estaba “por encima o era igual” que en el grupo de 
pacientes; es decir, que de rechazarse dicha hipótesis y aceptar la hipótesis alternativa el 
valor de intensidad en el spot sería significativamente más alto en pacientes RA que en 
sanos. 
 
TABLA 23.  Resultados del test U- de Mann-Whitney correspondientes al inmunoglobulinoma 
PROTEÍNA 
CANTIDAD EN 
PACIENTES 
Nº SPOT 
ASIGNADO EN 
PDQuestTM 
BIBLIOGRAFÍA 
P-VALOR EN U-DE MANN-
WHITNEY 
Contraste 1§ Contraste 2# 
Sin identificar Aumentada Spot 112  0.01062 0.00531 
Sin identificar Reducida Spot 118  0.00016 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 119  0.00946 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 212  0.00085 n.s. 
Kininógeno Reducida Spot 410 (**) 0.00978 n.s. 
Kininógeno Reducida Spot 411  0.00708 n.s. 
Kininógeno Reducida Spot 413  0.0044 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 708  0.00543 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 1010  0.0389 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 1208  0.04883 n.s. 
Sin identificar Aumentada Spot 1408  0.00013 6 x 10
-5 
Sin identificar Aumentada Spot 2008  0.03194 0.01597 
Sin identificar Aumentada Spot 2014  0.02867 0.03716 
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Sin identificar Reducida Spot 2104  0.03059 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 3307  0.00637 n.s. 
Sin identificar Aumentada Spot 4005  0.00036 0.00018 
Sin identificar Reducida Spot 5103  0.04632 n.s. 
Sin identificar Reducida Spot 5104  0.03683 n.s. 
Sin identificar Aumentada Spot 5206  0.04592 0.02296 
Sin identificar Aumentada Spot 6003  0.01828 0.00914 
Sin identificar Reducida Spot 6107  0.04069 n.s. 
Sin identificar Aumentada Spot 7005  0.04592 0.02296 
Sin identificar Aumentada Spot 7119  1 x 10
-4 5 x 10-5 
Sin identificar Reducida Spot 7206  0.00045 n.s. 
Sin identificar Aumentada Spot 7515  0.03742 0.01871 
Sin identificar Aumentada Spot 8009  0.00757 0.00378 
Sin identificar Aumentada Spot 8118(*)  0.00051 0.00026 
Complemento C3 Aumentada Spot 8512 Doherty et al., 1998 0.00188 0.00094 
(*) Para el SPOT 8118 se aceptaba la hipótesis de normalidad y se veían diferencias significativas entre las medias de los 
grupos, encontrándose aumentada en pacientes. El test de rangos también encuentra diferencias significativas entre las 
distribuciones y un aumento en pacientes. (§)  Contraste 1: H0, distribución del spot en sanos y pacientes es la misma; Ha, 
distribución del spot en sanos y pacientes es diferente. (#) Contraste 2: H0, distribución del spot en sanos está “por encima o 
es igual” que en pacientes; Ha, distribución del spot en sanos está “por debajo” en relación a los enfermos. (**) Bibliografía 
no encontrada. 
 
Nuestros resultados en el contexto de otros estudios proteómicos con sueros/plasmas 
de pacientes con artritis reumatoide 
Como se desprende de la Tabla 24, algunos estudios proteómicos comparativos 
han buscado cambios específicos en el proteoma de suero, plasma o fluido sinovial de 
pacientes con artritis reumatoide, con el fin de encontrar biomarcadores diagnósticos de 
esta patología. El primero de estos estudios fue realizado por Doherty et al. en 1998, 
quien puso de manifiesto mediante electroforesis bidimensional la alteración de 
diversas proteínas plasmáticas consecuencia de la respuesta de fase aguda presente en 
estos pacientes. En nuestros análisis (Salgado et al., 2010) hemos detectado dicha 
respuesta de fase aguda, con una serie de proteínas aumentadas (APP+) y reducidas 
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(APP-) que concuerda perfectamente con los trabajos de Doherty. Estos resultados 
demuestran que la eliminación de inmunoglobulinas y albúmina no desvirtúa los 
cambios en el proteoma producidos por la enfermedad. 
Una de estas proteínas aumentada en el plasma de pacientes RA encontrada por 
Doherty fue SAA, un hallazgo confirmado por otros investigadores (Sinz et al., 2002; De 
Seny et al., 2008 y Zheng et al., 2009). En nuestro estudio no hemos sido capaces de 
detectar la presencia de dicha proteína debido a su pequeño tamaño (104 amino ácidos; 
Lakota et al., 2011). SAA existe como proteína de fase aguda (A-SAA; isotipos 1,2) y 
como proteína constitutiva (C-SAA; isotipo 4). La síntesis hepática de A-SAA se produce 
por un aumento de citoquinas inflamatorias, mientras que la  forma constitutiva se 
produce de una manera más constante, en ausencia de inflamación. A-SAA es una 
proteína, que está relacionada con procesos de migración célular y reorganización del 
citoesqueleto en tejido sinovial (Connolly et al., 2011). También se ha visto, que SAA 
colocaliza con filamentos de actina, vimentina y microtúbulos (Lakota et al., 2011). Esto  
apoyaría el estudio realizado por Zheng y colaboradores, donde vieron aumentos de 
actina, vimentina, tubulina además de otras proteínas del citoesqueleto en plasma de 
pacientes con RA (Tabla 24). El papel del citoesqueleto en RA también ha sido destacado 
por otros autores (Schulz et al., 2007), que identificaron  una serie de proteínas como la 
actina y la EBP50 (ezrin-moesin binding protein 50), que estaban reducidas en PBMCs de 
pacientes. Curiosamente, en dicho trabajo también se identificaron reducidas una serie 
de proteínas (Hsp60, GRP78/BiP) que han sido descritas por varios autores como 
autoantígenos en RA. Por ejemplo, Blass et al. (2001)  Hueber et al. (2005) y 
posteriormente Göeb et al. (2009) sugirieron el papel de los autoanticuerpos frente a la 
chaperona BiP, como un marcador diagnóstico de RA (Tabla 24). Estos dos últimos 
autores, así como otros (Saulot et al., 2002; Kinloch et al., 2005, 2008) también 
describen la presencia de autoanticuerpos en RA, frente a: i) otras chaperonas (o 
proteínas adaptadoras que modulan la actividad de las chaperonas) como HSPs 60, 65, 
70 y 90, calreticulina, fosfoproteína 1 inducida por estrés; ii) enzimas de la glucolísis 
como la glucosa-6-fosfato isomerasa, PGK1 (fosfoglicerato quinasa 1) y α-enolasa (Tabla 
24). Se ha visto que algunos de estos autoantígenos (ej., BiP)  se encuentran también, 
aumentados en saliva de RA (Giusti et al., 2010).  
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Algunas modificaciones post-traduccionales como fosforilación, proteolisis, 
glicosilación, citrulinización y oxidación,  parecen ser las responsables de la generación 
de nuevos antígenos, y por lo tanto autoanticuerpos, como es el caso de la 
citrulinización en RA (Eggleton et al., 2008).  El primer autoantígeno citrulinado 
detectado en suero de pacientes con RA fue α-enolasa, que es la proteína frente a la que 
realmente van dirigidos los autoanticuerpos (Kinloch et al., 2005).Diversos autores 
(Hueber et al., 2005; Kinloch et al., 2005, 2008; Matsuo et al., 2006; Skriner et al., 2006, 
Tabushi et al., 2008 y Chang et al., 2013) han confirmado la presencia de 
autoanticuerpos frente a otras proteínas citrulinadas, siendo además un factor de peor 
prognóstico de la enfermedad. No obstante, se sabe que  los autoanticuerpos también 
reconocen proteínas no citrulinadas (Hueber et al., 2005). 
Otra modificación post-traduccional importante en la enfermedad de RA es la 
proteólisis. Colágeno, gelatina, elastina, fibronectina, proteoglicanos y vitronectina 
forman parte de la matriz extracelular (ECM). Diferentes proteasas han sido implicadas 
en la remodelación de la ECM en RA; por ejemplo, metaloproteinasas como 
MPP9/gelatinasa B (Van den Steen et al., 2002). Las metaloproteinasas tales como las 
MMPs (metaloproteinasas de matriz) han sido implicadas en la destrucción patológica 
de las articulaciones en RA y OA. Estas enzimas no solo degradan macromoléculas de la 
ECM, sino que también podrían estar implicadas en reparación tisular. Aparte de la 
MPP9 citada anteriormente, son importantes también en RA la MPP1, 2, 3 y 13 además 
de otras proteasas como la elastasa, producida por macrófagos. El colágeno, la gelatina, 
fibronectina y la elastina son degradadas por todos estos enzimas y su acción es 
contrarrestada por inhibidores naturales como la α-2 macroglobulina (Zheng et al., 
2009) o la α-1  antitripsina (Kantor et al., 2004) 
(http://merops.sanger.ac.uk/index.shtml). La α-1  antitripsina es considerada una 
proteína de fase aguda positiva, por lo que es normal observarla aumentada durante un 
proceso inflamatorio (Swedlund et al., 1974; Robinson et al., 1981), sin embargo aparece 
reducida en nuestro estudio (Salgado et al., 2010). Esto podría deberse al hecho de que 
se haya descubierto, recientemente que dicha proteína se encuentra citrulinada (Chang 
et al., 2013) y por lo tanto sea reconocida por los autoanticuerpos y eliminada de la 
circulación. Otra explicación posible, de la reducción de A1AT sería un “agotamiento” 
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por el aumento de proteasas tipo elastasas, caspasas, trombina, plasmina, en RA. Tanto 
la citrulinización como los altos niveles de proteasas estarían relacionados con un estado 
de mayor gravedad. En cualquier caso, el aumento de la actividad proteolítica afectaría a 
algunas de las proteínas de la ECM citadas anteriormente (colágeno, la gelatina, 
fibronectina, etc.), las cuales a su vez sufrirían modificaciones post-traduccionales, como 
oxidaciones y citrulinizaciones, que darían lugar a la generación de autoanticuerpos 
(Hueber et al., 2005; Skriner et al., 2006; Kim et al., 2006; Tabla 24). Estos datos apoyan 
la tesis de que la proteólisis extracelular y otras modificaciones postraduccionales de los 
péptidos antigénicos, pueden ser críticos en el establecimiento y la perpetuación de los 
procesos autoinmunes (Van den Steen et al., 2002). 
Las calgranulinas están producidas por las células polimorfonucleares 
(neutrofilos, basofilos y eosinofilos) de ahí que los niveles de estas proteínas se disparen 
durante los procesos inflamatorios. Presentan una función reguladora sobre neutrofilos, 
monocitos, macrófagos, mastocitos y condrocitos, participando además en la migración 
celular, quimiotaxis, desarrollo tisular y de reparación. Baillet y colaboradores (Baillet et 
al., 2010) las proponen como biomarcadores discriminatorios entre RA y otras 
enfermedades reumáticas. Se han visto aumentos de calgranulinas B (S100A9) y C 
(S100A12) en el fluido sinovial de pacientes RA, pero no así de calgranulina A (S100A8) 
(Sinz et al., 2002). Sin embargo, este mismo año, el equipo de Uchida y colaboradores 
detectaron aumentos de esta ultima proteína en fluido sinovial (Tabla 24; Uchida et al., 
2002). Un estudio posterior llevado a cabo por Drynda y col. (Drynda et al., 2004) 
confirmó el incremento de calgranulina B/S100A9 también en el plasma de pacientes RA.    
Posteriormente otros investigadores (Liao et al., 2004; De seny et al., 2008; Zheng et al., 
2009 y Giusti et al., 2010) reafirmaron que, efectivamente, había un incremento de estas 
proteínas en RA. 
Las células dañadas son eliminadas normalmente por apoptosis de una manera 
rápida y eficiente. En algunas enfermedades autoinmunes, este mecanismo de 
aclaramiento es defectuoso (Herrmann et al., 1998; Baumann et al., 2002) lo que 
provoca la acumulación en la circulación, durante largos períodos, de células apoptóticas 
que favorecen el desarrollo de autoanticuerpos. Estas células pueden liberar "señales de 
peligro" que potencian la respuesta del sistema inmunológico. Algunas de estas señales 
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de peligro pueden ser interleuquinas (IL-33, IL-1α), chaperonas (Hsp), adenosina y 
citocromo c. Como veremos más adelante en este estudio, el citocromo c está 
fuertemente relacionado con una proteína que tanto nuestro grupo (Salgado et al., 
2010) como otros investigadores (Dwivedi et al., 2009; Zheng et al., 2009; Serada et al., 
2010) hemos encontrado aumentada en RA: Leucine-Rich α2-Glycoprotein; LRG.  
 
Tabla 24. Cronología de los principales estudios proteómicos con biofluidos en artritis reumatoide 
(ampliada de Camafeita et al., 2009). 
Autores Muestras Metodología Resultados más importantes 
Doherty et al., 1998 P 2-DE Abundancia relativa de proteínas del plasma de pacientes con RA 
con respecto a donantes sanos. APP+: SAA, α1-antiquimotripsina, 
C3 proactivator, haptoglobina (α1, α2 y β). APP-: Apo A-I, Apo A-
IV, α2-macroglobulina, transtirretina, Gc-globulina, α2-HS-
glicoproteína, α1-B-glicoproteína.      
Blass et al., 2001 S SDS-PAGE, 
EDMAN, 
MALDI, WB 
Sobrexpresión de la proteína BiP (“binding innmmunoglobulin 
protein”) en tejido sinovial de pacientes con AR. Un porcentaje 
elevado de pacientes presentaron autoanticuerpos frente a dicha 
proteína y células T autorreactivas. 
Smith et al., 2001 SF 2-DE, MALDI, 
ESI 
Efecto del tratamiento con anti-CD4 en la respuesta de fase 
aguda APP+: haptoglobina (α2), CRP. APP-: Gc-globulina, 
transtirretina.  
Van den Steen et al., 
2002 
SF SDS-PAGE, 
HPLC, 
Edman, ESI 
Incremento de la actividad de MPP9/Gelatinasa B. 
Saulot et al., 2002 S SDS-PAGE, 2-
DE, MALDI, 
WB 
Detección de autoanticuerpos frente a α-enolasa en suero de 
pacientes con RA, que no detectaban en su mayoría la forma 
recombinante. 
Robinson et al., 2002 S Microarray Primer trabajo que detectó autoanticuerpos en RA utilizando la 
metodología de microarrays. 
Sinz et al., 2002 SF, P 2-DE, MALDI Detección en SF de pacientes RA (pero no en plasma) de 
productos de degradación de la cadena β del fibrinógeno 
causados por la actividad de la plasmina. Aumento de 
calgranulinas B (S100A9) y C (S100A12) en el SF de pacientes RA, 
pero no de calgranulina A (S100A8). Aumento de SAA1 en SF y 
plasma de pacientes RA. 
Uchida et al., 2002 SF SEC, SDS-
PAGE, SELDI, 
MALDI 
Se detectó la proteína calgranulina A/S100A/MRP8 (“Myeloid-
related protein 8” implicada en la AR juvenil. 
Drynda et al., 2004 SF, P 2-DE, MALDI Aumento de S100A9 (calgranulina B) en plasma de pacientes RA 
Kantor et al., 2004 S LC-MS Marcadores de inflamación, APP+: α1-antiquimotripsina, α1- 
antitripsina, α2-glicoproteína, α1-ácido-glicoproteína, 
ceruloplasmina, haptoglobina. APP-: transferrina, Gc-globulina, 
inter-α-tripsina inhibidor H2. 
Liao et al., 2004 SF, S LC-MS Aumento de CRP y proteínas S100A8 (calgranulina A), S100A9 
(calgranulina B) y S100A12 (calgranulina C), “Neutrophil 
gelatinase associated lipocalin”, catepsina B, defensina α3 de 
neutrofilos en RA erosiva. 
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Kuhn et al., 2004 S SEC, LC-MS Aumento de CRP en RA erosiva. 
Kinloch et al., 2005 S 2-DE, LC-MS Detección de la citrulinización de α-enolasa y de su naturaleza 
autoantigénica. 
Hueber et al., 2005 S Microarray Detección heterogénea de autoanticuerpos frente a proteínas 
citrulinadas (queratina, fibrinógeno, vimentina y filagrina) y no 
citrulinadas (Hsp60, 65, 70 y 90, Bip, GPI, colágenos I, II, III, VI y V, 
hnRNP-A2/B1, gp39). A mayor inflamación (CRP, FR+) y peor 
prognosis, mas presencia de autoanticuerpos frente a proteínas 
citrulinadas. 
De Seny et al., 2005 S SELDI Aumento de calgranulina A/S100A/MRP8 “Myeloid-related 
protein 8” en el suero de RA. MPR8 como biomarcador de 
procesos inflamatorios. 
Matsuo et al., 2006 S SDS-PAGE, 
MALDI, WB 
Perfil de autoantígenos citrulinados. Proteínas citrulinadas 
detectadas: asporina, catepsina D, albúmina, receptor de 
histamina, CapZα-1, PDI (“protein disulfide-isomerase”), EC 
(“enzyme comision number, 5, 3, 4 y 1), precursor ER60 y ALDH2 
(“mitochondrial aldehyde dehydrogenase”).  
Skriner et al., 2006 Exosomas 2-DE, MS, 
WB 
Perfil de autoantígenos citrulinados en exosomas. Detección de 
proteínas citrulinadas como: fibrinógeno, CD5L (“CD5 antigen-
like protein”), fibrina cadena β y fragmentos de fibrina cadena α.  
Kim et al., 2006 SF 1-DE, 2-DE, 
MALDI, WB 
Proteínas que forman inmunocomplejos con autoanticuerpos en 
SF: Fibronectina, semaforina 7A (CD108), nucleósido trifosfato 
fosforilasa 1, proteína de unión al receptor del factor de 
crecimiento (GRB7), cadena pesada de IgM (μ).  
Takeuchi et al., 2007 S 2-DE, MALDI Cambios en marcadores en respuesta al tratamiento con anti-
TNF. Se produce una reducción de CRP, C3 y Apo J  y un aumento 
de Apo A-I, RBP y TTR.  
Tabushi et al., 2008 SF 1-DE, WB, 
MALDI 
Detección de citrulinización en fibrinógeno, fibronectina, y 
vimentina en fluido sinovial de pacientes con RA.  
De Seny et al., 2008 S SELDI, LC-MS, 
WB 
Aumento de SAA, S100A8 (calgranulina A), S100A9 (calgranulina 
B) y S100A12 (calgranulina C) en RA. Proteínas S100 como 
biomarcadores de RA. 
Sekigawa et al., 2008 S, P LC-MS Alteraciones en proteínas relacionadas con la activación de NFkB 
mediada por TNF.  
Kinloch et al., 2008 SF Zoom IEF, 1-
DE 
Detección de polipéptidos citrulinizados y de citrulinización de α-
enolasa en SF de pacientes RA y en menor medida en SpA. El 
enzima PAD-2 como responsable de la citrulinización. 
Dwivedi et al., 2009 S LC-MS Cambios en las proteínas séricas en pacientes RA que responden 
a terapia de 12 semanas (T12) con anti-TNF (infliximab) con 
respecto al basal (T0). Aumentos (T0T12): ATIII, queratinas (1, 
2, 10), cistatina c, y transtirretina. Reducciones (T0T12): 
ceruloplasmina, factores de complemento (C3, C5, C7, C1s, H), 
ORM1 y 2, plasminógeno, albúmina, Apo A-I,  C1 inhibidor,  
IGFBP, ITIH, LRG1, transferrina, Gc-globulina, vitronectina. 
Zheng et al., 2009 P LC-MS Cambios en el proteoma plasmático de pacientes con RA. 
Aumento de Timosina β4, actina, tubulina, vimentina, 
Calgranulinas (A, B, C), CRP, LRG, tropomiosina α4, atractina, 
SAA, SAP, α-macroglobulina, α2-HS-glicoproteina. Reducción de 
fibronectina. 
Göeb et al., 2009 S 1-DE, 2-DE,  
WB, MALDI, 
FT-ICR 
Detección de autoanticuerpos en suero de pacientes con RA 
temprana no tratados frente a enzimas de la ruta glicolítica como 
α-enolasa y fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1), chaperonas (o 
proteínas adaptadoras que modulan la actividad de las 
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chaperonas) como HSP60, calreticulina, BiP o fosfoproteína 1 
inducida por estrés, y proteínas nucleares como la 
ribonucleoproteína nuclear heterogénea A2/B1 o las proteínas 
FUSE-BP (1 y 2). Detección de deiminación en aldolasa, α-
enolasa, calreticulina, HSP60, PGK1 y FUSE-BP1. 
Serada et al., 2010 S LC-MS, ELISA Aumento de LRG en pacientes RA antes de terapia con anti-TNF. 
Correlación de los niveles de LRG con la actividad de la 
enfermedad. 
Salgado et al., 2010 S 2-DE, MALDI Detección de la abundancia relativa de proteínas del suero de 
pacientes con RA con respecto a donantes sanos. APP+: 
haptoglobina (β), LRG. APP-: Albúmina, α1-antitripsina, α2-HS-
glicoproteína, ATIII, hemopexina, RBP, tetranectina y 
transtirretina. 
Giusti et al., 2010 Saliva 2-DE, MS Estudio proteómico comparativo de la saliva de pacientes RA. 
Incremento en saliva de pacientes RA de calgranulinas A y B, 
apoA1, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, peroxiredoxina 5 
(PRX5), proteína epidérmica de unión a ácidos grados (E-FABP), 
proteína precursora regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78/BiP), 
y proteínas 14-3-3. 
Ortea et al., 2012 s LC-MS/MS Proteínas que se ven reducidas debido al tratamiento con 
infliximab (anti-TNF), gc-globulina, ceruloplasmina, fibronectina, 
ITIH, ApoB100 y ApoA-II.  
Yanagida et al., 2012 S LC-MS/MS Identificación de nuevos biomarcadores de respuesta a anti-TNF 
en pacientes RA. Reducción de β-actina, kininógeno y colágeno 
tipo II. 
Ni et al., 2013 S ELISA, WB, 
MALDI 
Investigar los niveles de TTR y las modificaciones 
postraduccionales en pacientes con RA. Niveles de TTR elevados 
en pacientes con RA temprana. 
Chang et al., 2013 SF 2-DE, WB Detección de A1AT y tubulina (cadena β) citrulinadas. A1AT 
aumentada en SF. 
     
 
 
ATIII, LRG y enfermedades cardiovasculares en RA 
La RA se asocia con un aumento de la mortalidad y una reducción de la esperanza 
de vida, siendo la causa más frecuente de ello las enfermedades cardiovasculares 
asociadas a la ateroesclerosis/aterogénesis y a la inflamación sistémica (Stevens et al., 
2005).  En RA existe una disfunción en las células endoteliales caracterizada por la menor 
producción de óxido nítrico (NO, un inhibidor de la producción de TNF-α), la expresión 
de moléculas de adhesión y de quimioquinas como MCP-1 (“monocyte chemotactic 
protein 1”). Esto provoca la adquisición por el endotelio de un fenotipo pro-coagulante y 
pro-inflamatorio y una mayor permeabilidad endotelial que favorece la entrada de 
lipoproteínas en la íntima (Vaudo et al., 2004). Estas lipoproteínas (sobre todo LDL, 
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debido a su pequeño tamaño y una mayor vida media de 4 días, pero también VLDL e 
IDL –T½ 6 horas-) son oxidadas debido al estrés oxidativo, lo que favorece su deposición 
en las paredes arteriales, el surgimiento de una respuesta humoral frente a ellas  
(Cavagna et al., 2012; Frostegård, 2013) y su fagocitosis por macrófagos activados. Este 
último proceso genera las denominadas “células espumosas”, lo que es clave en el 
proceso de ateroesclerosis/aterogénesis en RA y en el surgimiento de enfermedades 
cardiovasculares y cerebrovasculares, especialmente de tipo isquémico (Cavagna et al., 
2012). Al mismo tiempo, se produce el reclutamiento mediado por MCP-1 de más 
células mononucleares, como monocitos y linfocitos T (especialmente CD4+), y la 
liberación de citoquinas TH1/TH17/ proinflamatorias (IFNγ, IL-2, TNFα, IL-1). Otros 
leucocitos localizados en las placas son los mastocitos (Willems et al., 2013) y 
neutrófilos, que se pueden relacionar con la presencia de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) y proteasas (e.j., metaloproteinasas de matriz/MMPs). Dentro de la lesión también 
se produce la migración y proliferación de células de la musculatura lisa vascular, 
productoras de matriz extracelular. Y que contribuyen junto con el resto de células y 
mediadores a generar una lesión en la pared vascular, la placa ateroesclerótica. Dichas 
placas, cuya  formación está acelerada en pacientes con RA (Cavagna et al., 2012), llevan 
a una reducción significativa de la luz vascular (estenosis) y contienen un núcleo 
formado por tejido necrótico y abundantes lípidos rodeado periféricamente de una 
vaina de tejido fibroso. Ciertas citoquinas TH2 y/o antiinflamatorias como IL-4, IL-5, IL-10 
y TGFβ también son producidas en las lesiones y contrarrestan estos efectos. TGFβ, por 
ejemplo, una citoquina inmunosupresora producida por los linfocitos activados (Kehrl et 
al., 1986; Assoian et al., 1987; Wahl et al., 1988), induce la síntesis de colágeno y 
favorece la formación de esa cubierta fibrosa y la estabilidad de la placa, a lo que se 
contrapone el efecto de la citoquina TH1 IFNγ (Amento et al., 1991). Así, la 
preponderancia de un tipo de citoquinas u otras puede dar como resultado un estado 
proinflamatorio/procoagulatorio local, con una mayor producción de MMPs por 
macrófagos (que debilitaría la matriz extracelular y generaría la inestabilidad de la 
placa), una exposición del factor tisular, la agregación de plaquetas, la formación de 
trombos locales y la aparición de cuadros agudos como el infarto de miocardio (Aviña-
Zubieta et al., 2008; Meune et al., 2009).  
Resultados & Discusión 
 
199 
 
El estado procoagulatorio en RA encajaría con el aumento de la velocidad de 
eritrosedimentación/fibrinógeno o con la reducción de ATIII (nuestros datos en Figura 
39B, Tabla 25; Kamper et al., 1998) y TN (Kamper et al., 1998), que provocaría un 
desequilibrio entre la formación de fibrina y la degradación de fibrina que llevaría a una 
acumulación de esta última tanto en la articulación como en las placas ateromatosas 
(Salvi et al., 2000). ATIII es una glicoproteína sintetizada en el hígado y el inhibidor 
principal de la trombina y de diversos factores de coagulación como Xa, IXa, XIa o XIIa 
(Opal et al., 2002; Rublee et al., 2002). La deficiencia en ATIII (Tabla 25) generaría un 
riesgo incrementado de tromboembolismo y coincidiría con las tasas mayores de 
actividad coagulatoria y trombosis tanto venosa como arterial en RA. Sin embargo, a 
pesar del claro sentido biológico de nuestros resultados, otros investigadores (Seriolo et 
al. 1999) han encontrado niveles normales de ATIII, incluso aumentos de ésta en  
pacientes RA (Jones et al., 1998; Zorina et al., 2008). Está claro que harán falta más 
estudios para confirmar la reducción de los niveles de ATIII en pacientes. 
En RA se produce una inflamación sistémica de alto grado caracterizada por un 
aumento de la velocidad de eritrosedimentación y de los niveles de proteína C reactiva 
(CRP) en plasma (Poole et al., 2008). En concierto tanto con factores de riesgo no 
modificables (edad, sexo masculino, historial personal o familiar de cardiopatía, etc.) o 
modificables (tabaquismo, sedentarismo, hipertensión y dislipemia/dieta/índice de masa 
corporal/adiposidad), dicha inflamación parece estar involucrada en el proceso de la 
formación de placas de ateroma y en las enfermedades cardiovasculares (Stevens et al., 
2005) y es un marcador emergente de riesgo cardiovascular. Así, niveles basales más 
elevados de CRP parecen asociarse a una mayor tasa de transcripción del gen en el 
hígado vinculada a un incremento de la concentración de citoquinas como IL-1, TNF o IL-
6 en plasma (producidas, por ejemplo, por el tejido adiposo, las células de la 
musculatura lisa o los macrófagos). Del mismo modo que otra proteína incrementada en 
RA, la proteína amiloide sérica (SAP; Tabla 15), CRP es un miembro de la familia de 
proteínas denominadas pentatraxinas, llamada así por estar formada por cinco unidades 
idénticas (Kunes et al., 2012). Estas son proteínas de reconocimiento de patrones (PRRs) 
que son importantes en la respuesta innata del organismo. En presencia de calcio, esta 
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CRP se une a fosforilcolina, fosfatidilcolina (ej., lecitina) y polianiones (ej., ácidos 
nucleicos).  
Figura 39. Gráficas de densidad para los spots 1305 (LRG) y 5504 (ATIII). (A) Regiones del gel 2D 
donde se localizan las proteínas de interés. (B) Gráficas de densidad de probabilidad. En estas 
figuras se muestran estimaciones no paramétricas de la densidad de los spots 1305 y 5504 para 
sanos (s; línea continua) vs pacientes (SAR; línea discontinua) La banda azul es una banda de 
variabilidad: si las estimaciones en ambos grupos se encuentra dentro de la banda, es “indicativo” 
de que no hay diferencias significativas entre las distribuciones de los spots en cada grupo. 
 
RA Sano RA Sano 
B A 
Resultados & Discusión 
 
201 
 
En ausencia de calcio la CRP se une a policationes como las histonas. Esta CRP se 
deposita en las placas ateroscleróticas y, mediante las interacciones antes citadas, 
favorecen la opsonización de las LDLs oxidadas, su fagocitosis por macrófagos y la 
activación de la vía clásica del complemento (a través de C1q). Además, CRP tiene un 
efecto procoagulante (al aumentar PAI-1) e induce la expresión de moléculas de 
adhesión en el endotelio capilar, de modo que los aumentos de CRP se correlacionan 
con un incremento del riesgo cardiovascular (Hirschfield &Pepys, 2003).  
Una situación muy parecida podría darse con LRG. Nuestros datos (Figura 39A; 
Tabla 25) indican que esta proteína está aumentada significativamente en pacientes con 
RA. LRG (Figura 39A) es una proteína de fase aguda positiva cuya producción por 
hepatocitos es aumentada en respuesta a citoquinas típicas como IL-6, IL-1β y TNFα 
(Shirai et al., 2009). Curiosamente también es sintetizada por neutrófilos (O'Donnell et 
al., 2002), un grupo de fagocitos de la respuesta innata reclutados por quimioquinas 
(e.j., IL-8), generadas por células estromales y epiteliales en respuesta a citoquinas 
producidas por linfocitos TH17 como IL-17 o IL-22. Se desconoce su función, pero se 
piensa que LRG podría funcionar como un receptor de reconocimiento de patrones que 
podría activar las funciones de neutrófilos (Shirai et al., 2010). Esta hipótesis está basada 
en la fuerte interacción de LRG con citocromo c (Cummings et al., 2006; Weivoda et al., 
2008; Codina et al., 2010; Shirai et al., 2010), una proteína mitocondrial crítica en la 
inducción de apoptosis en las células eucariotas. Esta última es liberada desde el espacio 
intermembrana de las mitocondrias al citosol, en donde une a Apaf1 y desencadena la 
formación del apoptosoma, la activación de las caspasas y la entrada en apoptosis de las 
células (Liu et al., 1996; Li et al., 1997). Durante este proceso, el citocromo c también 
aparece en el plasma sanguíneo, en donde induce apoptosis (linfocitos y células 
dendríticas, por ejemplo), actúa como un mediador proinflamatorio y constituye una 
señal de peligro que forma parte de los denominados patrones moleculares asociados al 
daño o DAPMs (“damage-associated molecular patterns”). Se piensa que la interacción 
del citocromo c con LRG en el plasma podría servir para eliminar al citocromo c de la 
circulación y como factor de supervivencia para células como los linfocitos (Codina et al., 
2010) o de activación para neutrófilos (Shirai et al., 2010). Ello explicaría el aumento de 
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LRG en suero/plasma de pacientes con RA (datos de la presente tesis publicados en 
Salgado et al., 2010; Serada et al., 2010), puesto que en esta enfermedad están 
incrementados los niveles de apoptosis (Li & Wan, 2013). La concentración de LRG en 
suero, además, parece estar correlacionada con la actividad de la enfermedad en RA 
(Serada et al., 2010). Sin embargo, este aumento de LRG en RA no ha sido encontrado 
por otros investigadores (Weivoda et al., 2008) ni tampoco parece ser específico, ya que 
dicho aumento también se produce en la enfermedad de Crohn (Serada et al., 2010), 
disfunción ventricular/fallo cardiaco (Watson et al., 2011), colitis ulcerativa (Serada et 
al., 2012), infecciones bacterianas (Weivoda et al., 2008) o pacientes sometidos a cirujía 
(Banfi et al., 2010).  
Parece existir, además, una intrigante conexión entre LRG, la señalización a 
través del receptor de TGFβ (una citoquina con funciones antagónicas, dependiendo del 
contexto) y la proliferación/migración celular (Sun et al., 1995; Lynch et al., 2012). Esta 
conexión podría tener un papel importante en situaciones en donde existe una clara 
inmunosupresión asociada a elevados niveles de LRG, como infecciones virales (HIV; 
Weivoda et al., 2008) o en algunas clases de cáncer: cáncer colorrectal (Ladd et al., 
2012), cáncer de pulmón de células no pequeñas (Liu et al., 2012), cáncer de tracto biliar 
(Sandanayake et al., 2011), cáncer gástrico (Uen et al., 2013) y cáncer de ovario 
(Andersen et al., 2010; Wu et al., 2013). Finalmente también han sido observados, 
aumentos patológicos de LRG en orina, como por ejemplo en pacientes con apendicitis 
aguda (Kharbanda et al., 2012; Kentsis et al., 2012), en cáncer de vejiga (Lindén et al., 
2012) o en exosomas urinarios de cáncer de pulmón de células no pequeñas (Li et al., 
2011). 
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Tabla 25. Identificación de LRG y ATIII mediante espectrometría de masas. 
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Lipoproteínas, apolipoproteína E, modificaciones postraduccionales y amiloidosis 
La activación de la respuesta de fase aguda (APR) no sólo altera los niveles de los 
reactantes de fase aguda, sino que también modifica el perfil lipídico de los pacientes 
(dislipemia), otro factor y marcador clásico de riesgo cardiovascular. Así, en RA activas se 
producen modificaciones variables de triacilglicéridos, colesterol total y LDL-colesterol, 
pero siempre están acompañados de aumentos de lipoproteínas similares a las LDL, 
como la lipoproteína a (Lp[a]), y de reducciones de los niveles de HDL (Svenson et al., 
1987; Lakatos & Hárságyi, 1988; Lazarevic et al., 1992; Situnayake & Kitas, 
1997).Recordemos que una reducción de las HDL se relaciona con un mayor riesgo 
cardiovascular, ya que  estas lipoproteínas realizan el transporte reverso de colesterol y 
previenen por ello la ateroesclerosis (Rye & Barter, 2013). 
 Aparte de la reducción de los niveles de HDL, su composición también cambia 
durante una respuesta de fase aguda. Se modifican, por ejemplo, sus fosfolípidos, 
ganando en colesterol, triacilglicéridos y ácidos grasos libres y empobreciéndose en 
ésteres de colesterol, para generar lo que se ha denominado HDL de fase aguda (“acute 
phase HDL” o AP-HDL). En cuanto a sus apolipoproteínas, algunas típicamente presentes 
en las HDL como la apo A-I (Doherty et al., 1998; Tanimoto et al., 2003; nuestros datos), 
apo A-II (Tanimoto et al., 2003), apo A-IV (Doherty et al., 1998; nuestros datos), apo C-I, 
apo C-II , apo C-III (Rye & Barter, 2013 )y apo E (Mendivil et al., 2013) se encuentran 
reducidas en RA (o en enfermedades inflamatorias), mientras que otras como la proteína 
sérica amiloide A (SAA) se vuelven más abundantes (Cabana et al., 2004). Lo mismo pasa 
con enzimas asociados a las HDL. Así, las paraoxonasas 1 y 3 (PON; EC 3.1.8.1; 
cromosoma 7), una familia de arilesterasas séricas codificadas por tres genes  (PON1, 
PON2 y PON3) y con propiedades antioxidantes, se encuentran junto con apo A-I y apo 
J/clusterina en una subclase de partículas HDL. Sin embargo, como parte de una 
respuesta inflamatoria en RA, esta subclase de partículas HDL pierde actividad 
paraoxonasa (Tanimoto et al., 2003; Cabana et al., 2003; Baskol et al., 2005; Isik et al., 
2007). Otro enzima asociado a HDL que reduce su actividad en RA es la lecitina-
colesterol-aciltransferasa (LCAT) (Tanimoto et al., 2003). Todos estos cambios 
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anteriormente señalados en las HDL tienen consecuencias. Así, la menor presencia de 
apo A-I (desplazada por la SAA) se relaciona con una reducción de los niveles de HDL 
durante la inflamación y también con la menor actividad catalítica de la LCAT, de la que 
Apo A-I es un cofactor necesario para su funcionamiento (Glomset, 1968; Van den 
Bogaard et al., 2012) Esta LCAT es responsable de la esterificación del colesterol, que 
será luego transferido desde las HDL a las lipoproteínas con apo B-100 como las VLDL y 
LDL por medio de la proteína de transferencia de ésteres de colesterol (CETP). Así, se 
puede decir que las HDL de fase aguda son menos eficientes a la hora de captar el 
colesterol de las células de los tejidos periféricos (e.j., a través del receptor ABC1 de 
macrófagos) y devolverlo al hígado, un proceso mediado por receptores de HDL 
(“Scavenger Receptors class B type 1”/SR-B1; disminuidos en los hepatocitos durante la 
inflamación). Por otro lado, la pérdida de paraoxonasa 1 en las HDL debido bien al 
incremento en la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) o a una menor 
producción por el hígado (dependiente de IL-1 y TNFα) se traduce en un mayor estrés 
oxidativo que favorece la oxidación de las LDL y por ello la ateroesclerosis. El gen APOE 
(MIM: 107741) está ubicado en una región (19q13) con alto desequilibrio de ligamiento 
(Abraham et al., 2008; Takei et al., 2009). Codifica una proteína con un extremo amino 
terminal que contiene una región de unión al receptor de LDL (residuos 136-150; con 
mayor afinidad cuando la proteína está asociada a lípidos que cuando está libre), una 
región bisagra y un extremo carboxilo terminal que alberga un centro de unión a 
lipoproteínas (residuos 244-272). La proteína codificada por APOE (Apo E), aparte de en 
HDL, se puede encontrar en quilomicrones, VLDL y LDL (Tabla 26). Los trabajos con 
modelos murinos de RA (CIA; “collagen-induced artritis”) arrojan resultados 
contradictorios en relación a si apo E podría tener o no un papel en RA. Así, Asquith et 
al., (2010) señala que los ratones C57BL/6 deficientes de apo E inmunizados con 
colágeno II de pollo y coadyuvante completo de Freud (CFA) son resistentes al desarrollo 
de artritis, mientras que una investigación posterior de Postigo et al., (2011) describe 
que la deficiencia de apo E en ratones B10.RIII inoculados con colágeno bovino tipo 
II/CFA genera una exacerbación de los síntomas de la artritis en los roedores
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acompañada de la expansión de células TH1 y TH17.Las razones para estas discrepancias 
no son claras, pero podrían deberse a las cepas de ratones empleadas y la fuente de 
colágeno utilizada para inducir la artritis (van Beers et al., 2013). El gen APOE es 
polimórfico, y este hecho también podría jugar un cierto papel a la hora de exacerbar 
ciertas comorbilidades presentes en RA, como la amiloidosis (Maury et al., 2001), la 
osteoporosis (Peter et al., 2011), o las alteraciones en el metabolismo del colesterol 
relacionadas con el proceso inflamatorio y las patologías cardiovasculares. El gen APOE 
codifica una proteína rica en arginina, pero dicho contenido se altera debido a dos SNPs 
presentes en el exón 4 muy estudiados (rs429358 y rs7412; Hatters et al., 2006) que dan 
origen a tres alelos codominantes con las siguientes frecuencias alélicas en la población 
española (Tabla 26): APOE2 (Cys112, Cys158; 3.3-7.05 %), APOE3 (Cys112, Arg158; 
84.25-92.8 %) y APOE4 (Arg112, Arg158; 3.9-8.7 %). Junto con APOE2, APOE4 es el alelo 
de menor frecuencia, y dicha frecuencia es incluso menor en las poblaciones del sur de 
Europa en comparación con el norte, oscilando desde el 20 % en Suecia/Finlandia hasta 
el 7 % en Grecia /Italia (Bullido et al., 1998; Corella et al., 2001; Singh et al., 2006; Ariza 
et al., 2010; Crean et al., 2011). Como señala la Tabla 26, existen una serie de diferencias 
estructurales y funcionales entre las tres isoformas. La proteína Apo E4, por ejemplo, se 
une fundamentalmente a lipoproteínas grandes de bajo peso molecular como las VLDL o 
las LDL, mientras que Apo E2 y Apo E3 prefieren lipoproteínas más pequeñas de alta 
densidad como las HDL. Este hecho depende de la presencia de la arginina en posición 
112 en Apo E4, la cual también permite la interacción entre los dominios amino-terminal 
y carboxilo terminal de la proteína (Hatters et al., 2006). Apo E4 es también la más 
sensible a la desestabilización de la estructura proteica en presencia de lípidos producida 
tanto por estrés químico como termal, mientras que Apo E3 y sobre todo Apo E2 son 
más resistentes. 
Consecuentemente, los niveles basales de la proteína apo E son menores en 
individuos portadores de la variante Apo E4. En nuestro estudio (Tabla 26 y Figura 40), el 
reducido tamaño muestral (8 sanos y 8 pacientes RA) no permite realizar observaciones 
estadísticamente significativas a este respecto, si bien también parece apuntar hacia una 
reducción de la frecuencia alélica de APOE3 y un aumento de la  
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Tabla 26. Frecuencias alélicas del gen APO E 
(Adaptada de Hatters et al., 2006) 
   Diferencias funcionales Diferencias 
estructurales 
Enfermedades asociadas 
Alelo Frecuencia 
alélica (%)§ 
Variación 
aminoacídica 
Afinidad por 
receptor LDL 
Lipoproteína 
a la que está 
asociada 
Estabilidad 
conformacional 
 
APOE*2 
 
3.3% (n=330)  
6.3% (n= 627) 
7.05% (n=242) 
18.75% (n=8) S 
18.75%(n=8) RA 
Cys112 Cys158 Baja HDL Alta Hiperlipoproteinemia de 
tipo III 
APOE*3 
 
92.8% (n=330) 
85% (n=627) 
84.25% (n= 242) 
81.25% (n=8) S 
68.75%(n=8) RA 
Cys112 Arg158 Alta HDL Media Desconocida 
APOE*4 
 
3.9% (n=330) 
8.5% (n=627) 
8.7% (n= 242) 
0% (n=8) S 
12.5% (n=8) RA 
Arg112 Arg158 Alta VLDL, LDL Baja Alzheimer de inicio 
tardío, 
Ateroesclerosis 
§ Los datos de frecuencias alélicas son  los proporcionados por Corella et al., 2000 en una población valenciana  de 330 individuos sanos, 
Cervantes et al., 2011  en una población española de n= 627 o n=242 individuos sanos,  y los procedentes de nuestro estudio con 8 donantes 
sanos y 8 pacientes con artritis reumatoide. S= sanos, RA= enfermos de artritis reumatoide.  
 
 
frecuencia del alelo APOE4 en RA, con aparición de spots adicionales no esperados en 
dos pacientes RA portadores del alelo APOE4 que podrían relacionarse con la presencia 
de modificaciones postraduccionales de la proteína (Figura 40; ver más adelante). Una 
mayor frecuenca alélicas de APOE4 podría estar relacionada con un mayor riesgo de 
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desarrollo de RA o con la presencia de ciertas complicaciones, como la amiloidosis, 
osteoporosis o la ateroesclerosis.  
En el primer caso, se sabe que Apo E tiene capacidad antiinflamatoria 
dependiente de isoforma (Hatters et al., 2006), relacionándose el alelo APOE4 con 
mayores respuestas inflamatorias en RA (Toms et al., 2012). Ya que el mRNA codificado 
por APO E está presente en tejido sinovial (por ejemplo en macrófagos), esto favorecería 
una inflamación local en el sinovio que podría ser más intensa o severa en los pacientes 
con el alelo E4. No obstante, en algunos estudios se ha detectado que los niveles de CRP 
pueden ser menores en personas portadoras de dicho alelo (Mänttäri et al., 2001) y, 
para complicar el asunto, algunos trabajos previos también indican que la incidencia de 
RA es menor en pacientes con Alzheimer de comienzo tardío (en donde la presencia de 
APOE4 es un factor de riesgo) que en individuos control (Jenkinson et al., 1989; Beard et 
al., 1991; Myllykangas-Luosujärvi et al., 1994). Otra enfermedad autoinmune con 
componente sistémico es el Síndrome de Sjögren (pSS). En esta patología no se ha 
demostrado una mayor susceptibilidad a esta enfermedad en pacientes portadores del 
alelo APOE4, pero sí una asociación entre la presencia de ApoE4 y un inicio más 
temprano de la enfermedad (Pertovaara et el., 2004). En cambio, los individuos con 
artritis reactivas causadas por la presencia en el líquido sinovial de C. pneumoniae 
poseen una frecuencia alélica (34 %) significativamente mayor a la de la población 
general en Pensilvania (12 %), por lo que se piensa que el alelo APOE4 confiere un riesgo 
incrementado de infección sinovial y de inflamación en la articulación (Gérard et al., 
1999).  
En relación a los depósitos amiloides, el alelo APOE4 podría ser un factor de 
riesgo para su desarrollo no sólo en el cerebro de personas con Alzheimer de comienzo 
tardío, sino también a nivel sistémico en RA. Así, Hasagawa et al., (1996), trabajando con 
tres grupos de individuos (individuos sanos, n=63; pacientes RA sin amiloidosis, n=65; 
pacientes RA con amiloidosis, n=35), señaló que la frecuencia del alelo E4 era 
significativamente mayor en los pacientes RA con amiloidosis que en los pacientes sin 
amiloidosis o en los individuos sanos. Por otro lado, Maury et al. (2001), trabajando con 
una población finlandesa, no encontró esa mayor frecuencia del alelo E4 en los 
pacientes con RA con amiloidosis en relación a pacientes con amiloidosis o sujetos 
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control, pero sí una reducción significativa en la frecuencia de apo E4 entre los pacientes 
RA sin amiloidosis y los sujetos sanos. Estos datos parecen indicar que la presencia de 
Apo E4 en un paciente con RA podría representar un riesgo relativo en el desarrollo de 
amiloidosis (Cardona et al., 2003).  
Con respecto a la osteoporosis, la presencia del alelo APOE4 podría también 
incrementar el riesgo de sufrir este problema en pacientes RA. Así, en un estudio 
realizado con 110 mujeres españolas postmenopáusicas con RA sometidas a genotipado 
de APOE, se encontró una mayor frecuencia de genotipos APOE3/E4 y APOE4/E4 en 
aquellas pacientes que presentaban osteoporosis y masa ósea reducida en comparación 
con las pacientes que no tenían este tipo de problemas (Lee et al., 2005).  
Se sabe que APOE4 está asociado a la ateroesclerosis y a un riesgo moderado de 
enfermedades arteriales coronarias (Hatters et al., 2006), y este hecho podría estar 
conectado con la amiloidosis y la citrulinización. La citrulinización (es decir, la conversión 
de arginina en citrulina dentro de las proteínas mediada por el enzima peptidil-arginina 
deiminasa/PAD) es un hecho bastante específico de la RA, aunque no exclusivo, ya que 
es un fenómeno presente en SpA y curiosamente también en Alzheimer, en donde Apo 
E4 tiene un importante papel (Ishigami et al., 2005). La citrulinización es un proceso que 
ocurre en la mayoría de los tejidos inflamados, y por ello el fluido sinovial de pacientes 
con RA presenta un gran número de estas proteínas citrulinadas. Pero además, en RA 
esta citrulinización induce la ruptura de la tolerancia e inicia una respuesta inmunológica 
en la que las células B, productoras de autoanticuerpos y las células TH17 y TH1 
generadoras de citoquinas proinflamatorias tienen un papel importante. La presencia de 
autoanticuerpos (ACPA) específicos de dichos autoantígenos citrulinados y la formación 
de inmunocomplejos parece esencial en la patogénesis de RA, sirviendo además como 
un marcador de detección temprana de la enfermedad, ya que su aparición se anticipa 
varios años a los signos clínicos de la RA.  
El listado de proteínas citrulinadas que reconocen estos ACPA está 
constantemente creciendo (>50), afectando tanto a proteínas celulares como 
plasmáticas. Dentro de las primeras tenemos ribonucleoproteínas como la 
ribonucleoproteína nuclear heterogénea A2/B1, enzimas como la gliceraldehido 3P 
deshidrogenasa, la aldolasa, la hexoquinasa 3, la piruvato quinasa o la α-enolasa o 
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proteínas nucleares como las histonas. Otro grupo de proteínas que se expresan de 
forma inducible en respuesta a estímulos como el estrés oxidativo o citoquinas 
inflamatorias, que están presentes en las lesiones ateromatosas (Kleindienst et al., 
1993), que se citrulinan (Göeb et al., 2009) y frente a las que aparecen autoanticuerpos 
en RA (Göeb et al., 2009), son las chaperonas moleculares como calreticulina, HSP60 o 
BiP, o proteínas como la β-actina, vimentina o la vinculina. Otros grupos de proteínas 
citrulinadas lo constituyen los factores del complemento como el C3, B o H, las proteínas 
como la albúmina, el fibrinógeno o el kininógeno, las apolipoproteínas como Apo A-I, 
Apo A-IV, Apo B-100, Apo J o SAA4 o los inhibidores de proteasas como la α1-
antitripsina, la α2-macroglobulina, el inhibidor de tripsina inter-α o la anti-trombina III 
(van Beers et al., 2013). En general, se puede decir que las proteínas citrulinadas se 
corresponden sobre todo con proteínas que participan en la respuesta inmune, 
coagulación sanguínea, movilidad/estructura/integridad celular o transporte de lípidos 
(van Beers et al., 2013).  
El proceso de citrulinización cambia las propiedades físico-químicas e 
inmunológicas de las proteínas. Por ejemplo, como fruto de la sustitución de la arginina 
por la citrulina, se espera en MS una reducción de las masas teóricas de los péptidos de 
0.98-1 Da, así como un aumento de los cortes perdidos con tripsina, de modo que a 
medida que se citrulina una proteína el número de péptidos trípticos detectados se 
reduce. La citrulinización causa además una acidificación del punto isoeléctrico de la 
proteína debido a la pérdida de grupos amino. Como normalmente sólo una fracción de 
la proteína sufre citrulinización en un sitio específico, ello genera “trenes de spots” que 
pueden ser detectados por electroforesis bidimensional (Ej., aldolasa en Göeb et al., 
2009). En nuestros análisis no hemos detectado este tipo de alteraciones en el caso de 
antitrombina III, una proteína citrulinada en RA (van Beers et al., 2013) y cuya 
abundancia podría verse reducida en el suero de pacientes (Figura 40) como 
consecuencia de la generación de ACPA e inmunocomplejos. Por otro lado, en relación a 
Apo E (Figura 40) hemos detectado en la mayoría de las muestras de uno (homocigotos) 
o dos spots (heterocigoto) tanto en donantes sanos como en pacientes RA. Sin embargo, 
en algunos pacientes (presumiblemente con fenotipo apo E3/E4) se ha detectado la 
presencia de hasta tres spots de diferente intensidad (ver donantes SAR6 y SAR8 en 
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Figura 40). Dichos spots adicionales podrían explicarse teniendo en cuenta que 
apolipoproteína E parece ser una diana del proceso de citrulinización en el fluido sinovial 
de pacientes con RA (van Beers et al., 2013). De acuerdo con este mismo autor, los 
residuos de arginina (R185, R190, R196) que cambian a citrulina en apolipoproteína E 
pertenecen a la región bisagra de apo E (residuos 192-222), una región muy expuesta de 
la proteína que sirve de puente entre el N-terminal y el C-terminal (Hatters et al., 2006),  
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Figura 40. Análisis mediante 2-DE del polimorfismo de Apo E en artritis 
reumatoide. S, donantes sanos; SAR, donantes con artritis reumatoide. (Richard 
et al., 1995) . 
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y no a las posiciones polimórficas CysArg112, CysArg158, presentes en el dominio 
amino terminal (sitio de unión a LDL-R). Además, el patrón de citrulinización de Apo E es 
heterogéneo (van Beers et al., 2013), lo cual quiere decir que sólo se produce en menos 
de la mitad de los pacientes RA (40 %) (van Beers et al., 2013). Dicho patrón de 
citrulinización heterogéneo también produce una respuesta heterogénea de ACPA (<30 
% pacientes RA positivos para ACPA específicos de Apo E; baja sensibilidad diagnóstica), 
si bien muy específica (presentes en RA, pero no en pSS, MS, SLE o T1D; especificidad 
diagnóstica del 96 %) (van Beers et al., 2013). Estos datos, por tanto, plantean una serie 
de interrogantes: ¿Es dependiente el proceso de citrulinización de Apo E en RA de las 
variantes alélicas? ¿Es favorecida la citrulinización de Apo E por la conformación 
desestabilizada de Apo E4 y su mayor propensión a la desnaturalización y, con ello, su 
degradación y fragmentación proteolítica en RA? ¿Existe una relación entre el genotipo y 
los niveles de autoanticuerpos frente a Apo E en plasma? ¿Influye la citrulinización sobre 
la concentración de Apo E en plasma y los problemas cardiovasculares detectados en 
estos pacientes? Todas estas cuestiones deberán ser contestadas en un futuro 
inmediato. 
9.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO MULTIVARIANTE 
9.1.- ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES 
Dado que el número de individuos observados es menor que el número de variables 
(n<p) hemos utilizado una técnica de reducción de la dimensión para realizar un análisis 
conjunto de todas las variables: el análisis de componentes principales o PCA. El PCA es 
un método no paramétrico simple que permite extraer información de un conjunto de 
datos procedentes del análisis de múltiples variables en N individuos, como es el caso de 
los experimentos proteómicos. Se emplea cuando las variables que tenemos están 
altamente correlacionadas, y el objetivo es obtener las componentes (variables latentes) 
que no están correlacionadas entre sí y que resumen la información de las variables 
originales con el fin de reducir la dimensionalidad de los datos. 
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Estas variables latentes permiten visualizar la existencia de patrones proteicos y explicar 
de este modo el origen de la mayor parte de la variabilidad de nuestros datos. En estos 
análisis se ha omitido el spot correspondiente a la transferrina. Se calculó la matriz de 
correlaciones entre los spots, detectándose la presencia de correlaciones elevadas. La 
componente principal número 1 (PC1) está asociada con la mayor varianza en los datos, 
PC2 con el segundo valor de varianza más elevado y así sucesivamente. De la 
observación de la Tabla 27 podemos concluir que necesitamos un número elevado de 
componentes principales (PC1-PC7) para poder explicar un 80 % de la variabilidad de 
nuestros datos. Este hecho ahonda en la infuencia de distintos factores en la 
patogénesis de la RA, incluyendo factores medioambientales (ej., tabaco), hormonales 
(ej., hormonas sexuales femeninas) o genéticos (ej., HLA-DRB1 “shared-epitope alleles”).  
 
 
 
Tabla 27. Componentes principales que explicarían 
la variabilidad de nuestros datos. 
Componente % varianza acumulada explicada 
PC1 30.28 
PC2 45.20 
PC3 55.47 
PC4 63.19 
PC5 69.56 
PC6 74.66 
PC7 78.93 
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Componente Principal 1(PC1): Reactantes de fase aguda positivos y negativos 
A pesar de que la interpretación del análisis PCA implica un cierto grado de 
subjetividad, se puede decir que PC1 es una componente de tamaño, y por tal 
entendemos el nivel de inflamación. El signo de los coeficientes de correlación de cada 
una de las variables que forman parte del componente 1 es coherente.  
Así, dentro del grupo de proteínas con pesos positivos, la apo A-I (Doherty et al., 
1998), albúmina (Lebreton et al., 1979), la proteína de unión a vitamina D (Doherty et 
al., 1998), la α2-HSglicoproteína (Doherty et al., 1998, Lebreton et al., 1979), el 
orosomucoide (Lebreton et al., 1979) y la hemopexina (Doherty et al., 1998) son todas 
ellas proteínas cuya concentración se encuentra coordinadamente reducida en los 
pacientes con AR; es decir, son proteínas de fase aguda negativa. En cambio, dentro de 
las proteínas con pesos negativos tenemos el complemento factor B, las cadenas β y α 
de la haptoglobina (Doherty et al., 1998),  la α1-quimotripsina (Doherty et al., 1998) y la 
ceruloplasmina (Doherty et al., 1998), todas ellas proteínas de fase aguda positivas 
aumentadas en pacientes con artritis reumatoide. 
A pesar de que los signos de los coeficientes de cada variable que forma parte del 
componente principal 1 son contrarios a los que obtiene Lebreton et al., (1979), quien 
también realizó un análisis PCA con datos de pacientes con respuestas inflamatorias, la 
primera de las componentes también venía definida por la α2-HS-glicoproteína y la 
albúmina, ambas proteínas de fase aguda negativas y con coeficientes positivos, y por la 
haptoglobina, la A1AT y el orosomucoide, todas proteínas de fase aguda positivas y con 
coeficientes negativos.  
 
Componente Principal 2 (PC2): Polimorfismo en las haptoglobinas   
Si la componente principal 1 era el tamaño/inflamación, la segunda componente 
podemos definirla como la forma, que puede ser equivalente al genotipo/fenotipo de los 
individuos en cuanto a las haptoglobinas, ya que tanto las variables/proteínas con 
mayores coeficientes positivos (Haptoglobina, cadena α, Hp2) como las 
variables/proteínas con mayor peso negativo (Haptoglobina, cadena β y Haptoglobina 
cadena α, Hp1s/f) dentro del componente principal 2 son cadenas de las haptoglobinas. 
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La haptoglobina (gen HP, cromosoma 16q22) es una proteína de fase aguda 
positiva cuyos niveles plasmáticos oscilan entre 0.08–1.97 g/L en hombres y 0.08–2.19 
g/L en mujeres (Langlois & Delangue, 1996; Shahabi et al., 2012). Esta variabilidad 
intermuestral en la concentración sérica basal de haptoglobina está correlacionada con 
el sexo, la edad, ciertos hábitos de vida como el tabaquismo, el genotipo y con los 
niveles basales de marcadores inflamatorios como IL-6, CRP, fibrinógeno o α1-
glicoproteína (Maes et al., 1995; Shahabi et al., 2012). Haptoglobina es una α2-
sialoglicoproteína plasmática muy abundante producida sobre todo por el hígado, pero 
también en las paredes arteriales (de Kleijn et al., 2002). Su función más conocida es la 
de la captación de dímeros de hemoglobina libre en el plasma sanguíneo para que no se 
pierda a través de la filtración glomerular en el riñón y se dañe este órgano (Robert, 
2013). Dicha unión es de gran afinidad (1 x 10-15 mol/L; Okazaki et al., 1997). Proteínas 
que contienen grupos hemo (como la hemoglobina) pueden ser liberadas de células (ej., 
eritrocitos) debido a procesos inflamatorios/inmunológicos, cambios en el 
pH/osmolalidad o procesos infecciosos. Una vez liberado de la apoproteína, el grupo 
hemo puede ser transferido hasta ambientes lipofílicos como las membranas celulares o 
las lipoproteínas LDL, en donde se intercala y donde su hierro hemínico favorece la 
producción de radicales hidroxilo vía la reacción de Fenton (H2O2 + Fe
2+  Fe3+ + OH- + 
OH), lo que impulsa la oxidación de los lípidos. El grupo hemo libre también es captado a 
través de receptores celulares y transportado a la mitocondria, en donde también 
favorece la formación de ROS (Robert, 2013). En cualquiera de los dos casos, 
cooperando con señales proinflamatorias como TNFα o Fas (presentes en RA), estos ROS 
promueven un tipo especial de muerte necrótica programada/regulada denominada 
necroptosis y la pérdida de la tolerancia (Christofferson & Yuan, 2010; Dunai et al., 
2011). Por este motivo, la unión de la hemoglobina libre a la haptoglobina y la captación 
del complejo mediante el receptor CD163 de monocitos/macrófagos anula dicha 
capacidad oxidativa del grupo hemo y protege a la vasculatura de la agresión oxidativa 
(Carter & Worwood, 2007). También inhibe la producción de óxido nítrico (NO), la 
síntesis de prostaglandinas y parece tener un efecto negativo sobre la proliferación de 
los linfocitos (Baskies et al., 1980; Kudo, 1982). Haptoglobina, presenta además una 
actividad inhibidora sobre proteasas como catepsina B, una proteína lisosomal liberada 
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al fluido extracelular durante los procesos inflamatorios (Snellman & Sylvén, 1967). 
También, al igual que apoJ/clusterina (ver más adelante, apartado 10), interacciona e 
inhibe la actividad de ciertas metaloproteinasas como MMP2/gelatinasa A y 
MMP9/gelatinasa B (de Kleijn et al., 2002), unos enzimas importantes en la degradación 
de matriz, en la remodelación tisular y en procesos de migración/invasión cuya 
expresión en sinoviocitos de pacientes con RA es potenciada a través de la vía NF-
κB/HIF-1α por IL-17A (Li et al., 2013). Ambas metaloproteasas tienen un papel protector 
en un modelo murino de artritis inducida por anticuerpos (Itoh et al., 2002). Finalmente, 
haptoglobina favorece la angiogénesis (Cid et al., 1993; Langlois & Delangue, 1996). 
Todas estas funciones de haptoglobina son dependientes de sus niveles plasmáticos, los 
cuales, como ya hemos indicado, están vinculados al genotipo del individuo (tipos de 
cadena α de la haptoglobina presentes) y a los niveles de factores proinflamatorios. 
Como ya vimos anteriormente, haptoglobina es sintetizada como un polipéptido 
de cadena sencilla que es cortado en cadenas α y β (Ko et al., 2013). Ambas cadenas se 
unirán posteriormente mediante puentes disulfuro (Ko et al., 2013). La cadena α de la 
haptoglobina es polimórfica (alelos Hp2, Hp1s y Hp1f), y dicho polimorfismo sólo existe 
en humanos (Ko et al., 2013). En cambio, apenas se ha descubierto hasta la fecha 
variabilidad alélica para la cadena β (Ko et al., 2013), responsable de unir el dímero αβ 
de hemoglobina con una elevada estabilidad (Kd≈10
-15). Esto explicaría que la afinidad 
por la hemoglobina sea en principio la misma para Hp1-1, Hp2-1 y Hp2-2, aunque hay 
autores que señalan una mayor afinidad de Hp1-1 (Quaye et al., 2008). CD163 une 
hemoglobina libre con baja afinidad y el complejo haptoglobina-hemoglobina con 
elevada afinidad. En el último caso, los complejos de hemoglobina-haptoglobina exhiben 
una mayor afinidad funcional por CD163 si el fenotipo es Hp2-2 que si es Hp1-1 
(Graversen et al., 2002; Carter & Worwood, 2007), a pesar de que el SRCR (“scavenger 
receptor cystein-rich domain”) de CD163 interacciona con los residuos Glu 261, Lys 262 y 
Thr 264 de la cadena monomórfica β de la haptoglobina (Nielsen & Moestrup, 2009).  
Este hecho, sin embargo, se ve compensado por una internalización más rápida del 
complejo haptoglobina-hemoglobina en individuos Hp1-1 debido a un menor tamaño 
del complejo (la proteína Hp1-1 es una molécula pequeña de 86 kDa con fórmula (αβ)2) 
lo que reduce el impacto oxidativo de la hemoglobina libre (Carter & Worwood, 2007). 
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Apoyando esto último tenemos la presencia dentro de las variables con peso negativo 
en la componente 2 de la hemopexina, una proteína relacionada con la captación del 
grupo hemo libre que, a diferencia de la haptoglobina, se comporta como una proteína 
de fase aguda negativa. La proteína Hp1-1 tiene además mayor capacidad antioxidativa y 
más eficacia inhibidora sobre la síntesis de prostaglandinas, lo que reduce la inflamación 
(Quaye et al., 2008). Los macrófagos humanos secretan mayores cantidades de IL-10 
cuando son incubados con el complejo Hp1-1/Hb que con el complejo Hp2-2/Hb, lo que 
indica que el fenotipo Hp1-1 favorecería un ambiente más antiinflamatorio o 
inmunosupresor. En este sentido, resulta relevante la mayor frecuencia del alelo Hp1 en 
pacientes con distintas malignidades como el cáncer de mama y cérvix, adenocarcinoma 
de pulmón o carcinoma de vejiga (Langlois & Delanghe, 1996). En conclusión, la cadena 
α1 favorecería la captación de la hemoglobina por las células y la disminución de los 
procesos inflamatorios, lo que podría estar relacionado con el gran peso negativo de 
esta variable/proteína en la componente principal 2.  
La otra variable/proteína con mayor peso negativo dentro de la componente 2 es 
la cadena β de la haptoglobina. Esta proteína contiene oligosacáridos de tipo N 
caracterizados por la presencia de residuos de ácido siálico terminales α2-6. Esta 
glicosilación de la cadena β, alterada en RA (Saroha et al., 2011), permite que 
haptoglobina se una a CD22 (Hanasaki et al., 1995), un receptor inhibidor (contiene 1 
ITIM que recluta la fosfatasa inhibidora SHP) de la familia de las inmunoglobulinas 
presente en linfocitos B maduros que inhibe la señalización vía BCR. CD22 intermedia al 
mismo tiempo en procesos de adhesión intercelular, ya que  reconoce sialoproteínas 
presentes en otras células como eritrocitos, linfocitos T (vía CD45RO; Law et al., 1994), 
monocitos, neutrófilos y células endoteliales (Stamekowic & Seed, 1990; Engel et al., 
1993). La haptoglobina bloquearía estos procesos adhesivos, del mismo modo que 
modularía también las funciones de células del sistema immune innato como neutrófilos 
(Oh et al., 1990) o macrófagos (Jeney et al., 2013). Como hemos comentado al principio, 
las variables con mayor peso negativo dentro de la componente 2 son la cadena β 
(necesaria para la unión a la hemoglobina libre) y las cadenas  α1 (Hp1s/f) de la 
haptoglobina. En conclusión, tanto la cadena α1 como la cadena β de haptoglobina 
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(peso negativo en la componente principal 2) favorecerían mayores niveles de 
haptoglobina y menores respuestas inflamatorias dentro de los pacientes con RA. 
En cambio, en la componente 2 de nuestro análisis PCA, la cadena α Hp2 es una 
de las variables con mayor coeficiente positivo. Se sabe que el genotipo Hp2-2 está más 
representado en enfermedades autoinmunes, en donde existe una mayor reactividad 
del sistema inmunológico del individuo (Langlois & Delanghe, 1996). Esto incluiría, por 
ejemplo, un estudio con pacientes con historia familiar de poliartritis, sobre todo 
hombres (Dahlqvist & Fröhlander, 1985), y también otras enfermedades como el lupus 
eritematoso sistémico (SLE) (Dahlqvist & Fröhlander, 1985). También parece ser peor el 
pronóstico en enfermedades como la tuberculosis (Kaminskaia et al., 1989; Fedoseeva et 
al., 1993) o la infección por HIV (Langlois & Delanghe, 1996). Por otro lado, tanto en 
modelos de diabetes con ratones transgénicos como en estudios en pacientes diabéticos 
(pero no en ausencia de enfermedad) se ha demostrado un incremento del riesgo de 
desarrollar enfermedades cardiovasculares (Goldenstein et al., 2012) o mayor gravedad 
del daño al tejido cardiaco/peor pronóstico si el genotipo en el momento del infarto de 
miocardio es Hp2-2 (Chapelle et al., 1982) El mecanismo que subyace a esta asociación 
es un decrecimiento de la capacidad antioxidante de Hp2-2 frente a Hp1-1, ya que es 
menos eficaz impidiendo la transferencia del hemo desde la hemoglobina libre hasta las 
lipoproteínas y su oxidación. Esto depende de una menor eficiencia de la eliminación de 
la circulación de los complejos Hp2-2/hemoglobina por varios motivos: En primer lugar, 
porque pueden existir menores niveles del receptor CD163 en la superficie de 
monocitos/macrófagos y una mayor concentración de CD163 soluble en plasma de 
individuos con genotipo Hp2-2 (Asleh et al., 2008). En segundo, debido a una 
internalización más lenta del complejo Hp2-2-Hemoglobina por el receptor CD163 en 
monocitos/macrófagos (Levy et al., 2007), lo que incrementa los niveles de hierro en 
plasma, tejidos y placas ateroescleróticas, fomentando así la oxidación de lípidos y 
proteínas en LDL (oxLDL) y HDL (oxHDL) (Moreno et al., 2008; Lioupis et al., 2011; 
Goldenstein et al., 2012). La formación de oxHDL también es favorecida por la unión del 
complejo hemoglobina-haptoglobina (Hp2-1 y Hp2-2, pero no Hp1-1) a apolipoproteína 
A-I en la superficie de las HDL, lo que desplaza e inhibe la actividad LCAT. Otra razón de 
esta inhibición de la actividad LCAT en oxHDL es la oxidación de apoA-I en Tyr166 (Wu et 
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al., 2007b), lo que unido a la oxidación y reducción de actividades enzimáticas 
antioxidantes asociadas a HDL (paraoxonasa y glutatión peroxidasa; Navab et al., 2006) 
bloquea la esterificación del colesterol y su transporte reverso (Liau et al., 2003, Asleh et 
al., 2006; Goldenstein et al., 2012). Finalmente, otra de las razones de la menor 
capacidad antioxidante de Hp2-2 frente a Hp1-1 es que la difusión del polímero Hp2-2 
dentro de compartimentos como el fluido sinovial podría estar dificultada debido a su 
gran tamaño (Langlois & Delanghe, 1996). En conjunto,  todos estos datos explicarían el 
porqué la cadena α2 de la haptoglobina (peso positivo en la componente principal 2) 
favorecería mayores respuestas inflamatorias dentro de los pacientes con RA. 
Además de su función como proteína de unión a hemoglobina, que hace que sus 
niveles se reduzcan cuando existe lisis intravascular de eritrocitos (Carter & Worwood, 
2007), los niveles de haptoglobina se modifican al alza en muchas enfermedades, como 
en infecciones, neoplasias (leucemia mieloide crónica, carcinoma hepatocelular, cáncer 
de ovario), embarazo, trauma e infarto agudo de miocardio (Chapelle et al., 1982). La 
concentración de haptoglobina en plasma se incrementa un 200-500 % durante los 7 
días que median después del establecimiento de una inflamación (Carter & Worwood, 
2007) y, dado que su vida media es de 5.4 días, el retorno a los valores normales es lento 
(2-4 semanas) (Gabay & Kushner, 1999). La haptoglobina también está aumentada en el 
plasma/suero de pacientes con RA (nuestros datos en Tablas 21 y 22, Figura 37; Doherty 
et al., 1998) como parte de la respuesta de fase aguda, lo que genera un proceso de 
retroalimentación negativa (Arredouani et al., 2005). Sin embargo, se sabe que los 
mayores niveles de haptoglobina no sólo dependen de la presencia de citoquinas como 
IL-6 o TNFα en la respuesta de fase aguda, sino también del genotipo (Langlois & 
Delangue, 1996; Shahabi et al., 2012). Así, el alelo Hp1 está vinculado con mayores 
niveles de haptoglobina en plasma, mientras que el alelo Hp2 conduce a una menor 
concentración (nuestros datos en Figura 38; Langlois & Delangue, 1996;). De este modo, 
es posible que dicho aumento en los niveles de haptoglobina debido a la respuesta de 
fase aguda sea más acusado en pacientes RA con fenotipo Hp2-2 que en pacientes Hp2-1 
o Hp1-1, como parece desprenderse de la Figura 41, por lo que estos últimos estarían 
mucho más protegidos de las agresiones oxidativas. Por ello, una pregunta pertinente 
sería ¿en pacientes RA se producen cambios en las frecuencias genotípicas/fenotípicas y 
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alélicas?. La combinación de los tres alelos da lugar a seis fenotipos (Hp2-2, Hp2-1s, Hp2-
1f, Hp1s-1s, Hp1s-1f y Hp1f-1f), cuya frecuencia tiene una marcada diferenciación 
geográfica (Van Vlierberghe et al., 2004), hasta el punto de tener utilidad en estudios de 
genética de poblaciones. Así, la mayor frecuencia del alelo Hp1 se sitúa en África y 
Sudamérica (0.5-0.7), mientras que la frecuencia alélica más baja se da en el sudeste de 
Asia (<0.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esto último está conectado con el surgimiento del alelo Hp2 en la India hace 
aproximadamente 2 millones de años. Este alelo Hp2 se ha ido expandiendo y 
desplazando al Hp1 debido a una posible ventaja selectiva, de forma que en la 
actualidad se puede decir que nos encontramos con un estado de polimorfismo 
transitorio (Langlois & Delangue, 1996).  
En la población europea la frecuencia del alelo Hp 1 se incrementa ligeramente 
con respecto a las de la India hasta situarse en el entorno del 0.36-0.4, generando una 
frecuencia genotípica/fenotípica de aproximadamente 16 % (Hp 1-1), 48 % (Hp 2-1), y 36 
% (Hp 2-2). Las frecuencias alélicas obtenidas para la población gallega por Carracedo et 
al., en 1987 (Hp1 0.426 y Hp2 0.573) y el rango de los diversos trabajos realizados con 
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Figura 41. Niveles de haptoglobina en individuos sanos y pacientes RA en función del fenotipo.   
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otras regiones españolas (Hp1, 0.37-0.44; Hp2, 0.56-0.63; Tabla 28) encajan con los 
datos europeos (Moral & Panadero, 1983). En nuestros estudios, el grupo control 
empleado es de un tamaño muestral demasiado bajo (N=8) como para calcular dichas 
frecuencias de forma fiable (Tabla 28). No obstante, los datos en este grupo arrojan unos 
valores de frecuencias alélicas (Hp1 0.437 y Hp2 0.563) muy similares a los que 
acabamos de citar para la población española y europea. En cambio, en el grupo de 
pacientes parece observarse,  un cierto aumento de la frecuencia del alelo Hp1 (0.5) y, 
sobre todo, un incremento de la frecuencia del fenotipo heterocigótico Hp 2-1 (Tabla 
28), si bien nuestro bajo tamaño muestral nuevamente no permite confirmar si dichas 
diferencias son o no significativas mediante un test de χ 2. No obstante, un estudio 
realizado en la población belga por Baeten et al., en 2004 parece reforzar esa idea, ya 
que encontró una mayor frecuencia del alelo Hp1 y de individuos Hp 2-1 dentro del 
grupo de pacientes RA en comparación con donantes sanos (Tabla 28). Sin embargo, su 
bajo tamaño muestral (N= 20) tampoco permitió alcanzar la suficiente significación 
estadística.  
La limitación de nuestro estudio nos llevó a realizar un metaanálisis con datos de 
frecuencias alélicas y genotípicas/fenotípicas acumuladas de diferentes investigaciones 
en poblaciones control y pacientes RA tanto de España como de Bélgica, que hemos 
resumido en la Tabla 28. Como se muestra, ambas poblaciones (sanos y enfermos) 
presentan frecuencias alélicas y genotípicas/fenotípicas que cumplen el equilibrio de 
Hardy-Weinberg. Cuando se comparó la frecuencias del alelo Hp1 en las dos poblaciones 
(sanos y enfermos) con los datos acumulados se generó un dato que χ 2 (1 g.L.) algo más 
elevado, aunque todavía alejado del valor tabulado de 3.84 para p= 0.05, indicando así 
que los dos factores (pertenencia a la población de enfermos y ser portador del alelo 
Hp1) seguían siendo independientes. Del mismo modo, en este estudio de asociación 
genética también se encontró que eran independientes la posesión de un fenotipo Hp2-
1 y el pertenecer a la población de enfermos con RA (χ 2 (1 g.L.) = 1.9). Sin embargo, como 
el tamaño de muestra en el metanálisis no se encontraba bien balanceado en las 
distintas categorías (sanos y enfermos) se decidió utilizar un test exacto de Fisher para 
comparar las frecuencias fenotípicas/genotípicas o las frecuencias alélicas absolutas 
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entre los dos grupos, si bien en ambos casos tampoco hubo evidencias para rechazar la 
hipótesis nula (H0, OR=1). 
 
Tabla 28 
Fenotipo/genotipos de haptoglobina en individuos sanos y en pacientes con RA  
 
 
Sanos Pacientes RA 
Frecuencia (%)/valor absoluto (n)
(1)
 
 
N
u
e
st
ro
s 
d
at
o
s 
(A) (B) (C) (D) (E) (F) Media
(2)
 
N
u
e
st
ro
s 
d
at
o
s 
(G) Media
(3)
 
Hp2-2 37.5/3 39.5/19 29/30 43.75/7 38.2/121 32.2/242 35.9/79 36.6%/501 25/2 17/4 21%/6 
Hp2-1 37.5/3 37.5/18 45/46 37.5/6 47.6/151 51.2/385 48.2/106 43.5%/715 50/4 65/15 58%/19 
Hp1-1 25/2 23/11 26/26 18.75/3 14.2/45 16.6/125 15.9/35 19.9%/247 25/2 17/4 21%/6 
 Frecuencia (%)/valor absoluto (n)
(1)
 
Hp2 56.3/9 58.3/56 51.5/106 62.5/20 62/393 57.8/869 60/264 58.3%/1717 50/8 50/23 50%/31 
Hp1  43.7/7 41.7/40 48.5/98 37.5/12 38/241 42.2/635 40/176 41.7%/1209 50/8 50/23 50%/31 
Ratios 
(4)
  
Hp2/Hp1 1.3 1.4 1.1 1.7 1.6 1.4 1.5 1.4 1 1 1 
 
(1) (A) Rodríguez et al., 2006. 2-DE. Población española. n=  48 individuos sanos; Quero et al., 2011. 2-DE. Población española. 
n=  48 individuos sanos; (B) Álvarez-Blasco et al., 2009. PCR. Población española. n=102 individuos sanos; (C) Pavón et al., 
2006. 2-DE. Población española. n=  16 individuos sanos; (D) Datos de Moral et al., 1983. Purificación de haptoglobina y 
electroforesis en geles de poliacrilamida-urea. Población española (Barcelona). n=317 individuos sanos; (E) de Pacorbo & 
García-Orad, 1987. Electroforesis en geles de almidón. n=752 individuos sanos procedentes de 9 poblaciones españolas; (F) 
Datos de la población belga procedentes del estudio de Louagie et al., 1996. Electroforesis en geles de almidón de muestras 
de suero suplementadas con hemoglobina. n= 220 individuos sanos; (G) Baeten et al., 2004. Población Belga. Electroforesis  
en geles de almidón. n= 23 pacientes RA 
(2) La distribución de frecuencias fenotípicas en la población de individuos sanos está en consonancia con la esperada según el 
equilibrio de Hardy-Weinberg.  χ2 (1 g.L.) = 0.262 
(3) La distribución de frecuencias fenotípicas en enfermos parece estar en consonancia con la esperada según el equilibrio de 
Hardy-Weinberg. χ 2 (1 g.L.) = 1.58 
(4) En un polimorfismo equilibrado la ratio Hp2/Hp1 debería de permanecer constante, pero en este momento la especie 
humana se encuentra en un estado de polimorfismo transitorio (Langlois & Delanghe, 1996). Ratio Hp2/Hp1 sanos: 1.4. 
Ratio Hp2/Hp1 enfermos: 1 
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A la vista de estos resultados se necesitan más datos experimentales que 
confirmen la reducción de la ratio Hp2/Hp1 así como el aumento de la frecuencia de 
individuos Hp2-1 en RA). Es interesante resaltar la existencia de datos de otros 
investigadores en EEUU que apuntaban ya en 1963 hacia un aumento tanto de la 
frecuencia del alelo Hp1 (36.5 %43.6 %) como del fenotipo Hp2-1 (49 %67 %) en RA 
(Cohen & Chasen, 1963). 
También se ha encontrado una mayor frecuencia de individuos heterocigotos 
Hp2-1 en la enfermedad de Crohn (Papp et al., 2008), aneurisma aórtico abdominal 
(Wiernicki et al., 2010), Parkinson (Costa-Mallen et al., 2008) o en carcinoma de ovario 
(Fröhlander & Stendahl, 1988). ¿Cuál podría ser el sentido biológico de este aumento 
potencial en la frecuencia del alelo Hp1 y de la proporción de fenotipos heterocigotos 
Hp2-1 en la población RA? Esta cuestión resulta difícil de explicar, pero podría 
relacionarse con un proceso de heterosis o vigor híbrido, una especie de equilibrio entre 
los mayores niveles basales de haptoglobina y la habilidad superior de Hp1 para eliminar 
hemoglobina libre y difundir (debido a su pequeño tamaño) dentro de compartimentos 
como el fluido sinovial y por otro lado la mayor capacidad de Hp2 para potenciar las 
respuestas inmunológicas. Esta combinación podría hacer a los heterocigotos superiores 
con respecto a la supervivencia o a la fecundidad. Eso parece estar dándose en la 
población en general, pero podría ser más acusado en la población de pacientes con RA 
(Tabla 28). Independientemente de cuál sea la explicación, parece claro que la 
representación de los valores de puntuación en PC1 (inflamación) y PC2 (haptoglobinas) 
para cada uno de los donantes (sanos o enfermos) es capaz de generar un agrupamiento 
de las dos clases de muestras de suero (Figura 42).     
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Hp1-1
Hp2-2
Hp2-2
Hp2-1
Hp2-1
Hp2-2 Hp1-1
Hp2-1
Hp2-1
Hp2-1
Hp2-1
Hp1-1
Hp2-2
Hp2-1
Hp1-1
Hp2-2
 
Componente Principal 3 (PC3)   
La producción de proteínas de fase aguda (APPs) en el hígado se desencadena 
por citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 o TNFα. A pesar de este estímulo común, 
que afecta a los hepatocitos, las proteínas de fase aguda individuales no se incrementan 
(APPs+) o se reducen (APPs-) de forma simultánea, sino que lo hacen siguiendo distintas 
cinéticas. Así, podemos hablar de proteínas de fase aguda positiva de respuesta rápida 
(<24h), como   la proteína C reactiva, la α1-antiquimotripsina o la α1-glucoproteína ácida 
(orosomucoide), proteínas de fase aguda positiva de respuesta intermedia (24-48h), 
como la α1-antitripsina, la haptoglobina, el factor C4 del complemento, el fibrinógeno o 
la α2-macroglobulina, y finalmente proteínas de fase aguda positiva de respuesta lenta 
(>48h), como la ceruloplasmina y el factor C3 del complemento (Tabla 29).  
 
 
 
 
 
 
Figura 42.  Agrupamiento 
de los pacientes con artritis 
reumatoide (SAR) y de los 
donantes sanos (S). El 
análisis de componentes 
principales identifica 2 
grupos de individuos en 
función de las componentes 
principales 1 (PC1; nivel de 
inflamación) y 2 (PC2; 
genotipo/fenotipo de las 
haptoglobinas), que explican 
conjuntamente el 45% de la 
variabilidad. 
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En el análisis de componentes principales, α1-antiquimotripsina y orosomucoide, 
dos APPs+ de respuesta rápida, aparecen con un gran peso negativo dentro de la 
componente 3. Se sabe que los niveles de estos dos marcadores muestran una buena 
correlación con la proteína C reactiva (Chard et al., 1988), un indicador de la actividad de 
la enfermedad (como la velocidad de sedimentación de eritrocitos/ESR) que aumenta de 
manera significativa durante los primeros días de la inflamación. Esto quiere decir que 
los pacientes con aumentos en plasma de proteína C reactiva, pero sobre todo α1-
antiquimotripsina y orosomucoide (que tienen una mayor vida media que la proteína C 
reactiva y una tasa de decaimiento más lenta) estarán en el entorno de cuando se está 
produciendo una exacerbación del proceso inflamatorio asociado a la RA (Chard et al., 
1988). Ambas proteínas, la α1-antiquimotripsina y el orosomucoide, son inhibidores de 
proteasas. Así, la última de ellas es una glicoproteína que inhibe la actividad colagenasa 
3 y cuya concentración aumenta durante la inflamación en RA. Esta actividad inhibitoria 
de colagenasa 3 parece estar reducida cuando el orosomucoide está excesivamente 
fucosilado, algo que ocurre durante la RA y que podría desencadenar actividades más 
elevadas de colagenasa. La α1-antiquimotripsina es también inhibidora de proteasas, en 
este caso de MMP-9, catepsina G, colagenasa y elastasas pancreáticas (Van't Wout et al., 
2012). 
En cuanto a la proteína de la superfamilia de las inmunoglobulinas α1B-
glicoproteína (A1BG), esta es la que más peso positivo tiene dentro del componente 3. 
Doherty et al., (1998) la encontró reducida en el suero de personas con RA, algo que en 
cambio nosotros no hemos detectado en nuestros geles. Sin embargo, esta proteína 
Tabla 29. Cinética de Reactantes de fase aguda* 
<24h CRP, α1-antiquimotripsina, α1-glucoproteína 
ácida 
24-48h α1-antitripsina, haptoglobina, factor C4 del 
complemento, fibrinógeno, α2-
macroglobulina 
>48 h Ceruloplasmina, factor C3 del complemento 
*Adaptada de Álvaro González Hernández, Principios de Bioquímica Clínica y Patología Molecular. Editorial 
Elsevier, 2010. (capítulo 15, proteínas) 
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también se encuentra reducida en infarto agudo de miocardio (Cubedo et al., 2013), y 
una disminución de A1BG en RA también puede tener sentido a la luz de su naturaleza 
autoantigénica (Biswas et al., 2013). Se trata de una proteína polimórfica (3 genotipos 
frecuentes: 1-1, 2-2- y 1-2) que se reduce mucho durante la regeneración del hígado en 
rata (Wang et al., 2009). También es una proteína que aumenta con la edad en ratones 
(si bien, parece que el genotipo del ratón influye), y que en humanos está incrementada 
en mujeres premenopáusicas, por lo que se piensa que los niveles de esta proteína 
dependen de la edad (hay una relación directamente proporcional con la hormona del 
crecimiento), del sexo (hay influencia en sus niveles de las hormonas sexuales) y del 
fondo genético. A1BG une CRISP-3/SGP-28, una proteína abundante en el plasma y de 
pequeño tamaño (28 kDa) presente en las secreciones exocrinas y en los gránulos 
secretores de neutrófilos. Se cree que CRISP-3 juega un papel importante en la 
respuesta inmune innata. Probablemente CRISP-3 se une a A1BG para evitar sus 
pérdidas en la filtración glomerular,  pero parece ser también que dicha interacción 
tiene que ver con evitar los efectos nocivos que CRISP-3 libre podría tener sobre otras 
proteínas, dado que se le ha descrito una actividad similar a las metaloproteinasas (Udby 
et al., 2004). 
 
Clasificación de los donantes en función de los componentes principales: Hierarchical 
clustering 
Para cada individuo se calculó la mediana de las tres mediciones (se repitió el 
análisis con la media, el mínimo y el máximo, con resultados similares) y se realizó 
nuevamente un análisis de componentes principales con estos datos, obteniendo que 
con 7 componentes principales se explicaba un 88.8 % de la variabilidad (con 8 
componentes, se daba cuenta del 92.01. 
Una vez reducidas las variables a un conjunto más manejable que explicaba la 
mayor parte de la variabilidad de nuestros datos, el siguiente paso fue analizar cómo los 
donantes de este estudio se agrupaban en función de dichas nuevas variables o 
componentes principales. Para realizar dicho agrupamiento realizamos un análisis de 
agrupamiento jerárquico basado en el valor de cada donante para cada una de las 7 
primeras componentes principales. En este proceso tanto los donantes sanos como los 
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pacientes fueron organizados en una estructura en forma de árbol en la que 
predominaban dos clusters: uno formado mayormente por individuos del grupo control 
(4 sanos y 2 enfermos) y otro formado principalmente por el grupo de pacientes con 
artritis reumatoide (6 enfermos y 4 sujetos control) (Figura 43A). No obstante, los 
valores de sensibilidad (75 %), especificidad (50 %), eficiencia diagnóstica (62.5 %) y 
valor predictivo positivo (60 %), estaban alejados en general del óptimo (>80 %).  
Dado que la ganancia en variabilidad explicada por cada componente decrecía bastante 
a partir de la tercera, realizamos un nuevo estudio de clustering, en este caso sólo 
considerando las tres primeras componentes (66.7 % de variabilidad explicada) (Figura 
43B). Nuevamente, dos clusters se pudieron distinguir. El primero de ellos englobaba 
principalmente a los individuos sanos (7 individuos control y 3 pacientes), mientras que 
el segundo se correspondía mayormente con el grupo de pacientes (5 donantes con RA y 
1 individuo control). Los valores de sensibilidad (62.5 %), especificidad (87.5 %), eficacia 
diagnóstica (75 %) y valor predictivo positivo (83.3 %) fueron, como se puede ver, 
bastante razonables, salvo en el caso de la sensibilidad. No podemos explicar el porqué 
algunos de los pacientes se agrupan en el grupo de los individuos sanos generando esta 
reducción de la sensibilidad diagnóstica, pero hay que tener en cuenta que algunos de 
estos pacientes se encuentran en etapas iniciales de la enfermedad, de modo que 
muchas de las magnitudes bioquímicas agrupadas en cada uno de los componentes 
principales, presentarán resultados similares a los existentes en individuos control.  
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Una baja sensibilidad, acompañada de valores superiores de especificidad y 
valores predictivos positivos, es un factor compartido también con otras magnitudes 
bioquímicas empleadas de forma clásica en el diagnóstico de la RA. Un ejemplo es el  
factor reumatoide (RF), cuya sensibilidad diagnóstica es del 59-79 %, con una 
especificidad del 80-84 % (Niewold et al., 2007). Otro ejemplo es la detección de 
anticuerpos frente a péptidos citrulinados (ACPA). Dicha detección fue realizada 
Figura 43. Análisis de clustering. A) Empleando las componentes principales PC1-PC7; B) Utilizando las 
tres primeras componentes principales (PC1-PC3). S, donantes sanos; SAR, donantes com artritis 
reumatoide.  
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inicialmente mediante el uso de varios péptidos sintéticos que contenían citrulina, si 
bien la estandarización era difícil y los niveles de sensibilidad diagnóstica alcanzados 
fueron bajos. Sin embargo, el diseño de un ensayo que utilizaba un péptido citrulinado 
cíclico (CCP) permitió una mayor reproducibilidad, sensibilidad  (44-56 %) y especificidad 
diagnóstica (90-97 %) surgiendo así los denominados tests anti-CCP1 (Niewold et al., 
2007). Más recientemente, la selección de péptidos citrulinados óptimos mediante un 
proceso de screening de librerías peptídicas empleando suero de pacientes RA, permitió 
el desarrollo de una segunda generación de ELISAS (anti-CCP2). Estos test anti-CCP2 son 
los más empleados actualmente, y sus niveles de sensibilidad en pacientes con RA ya 
establecida son algo mayores a los anti-CCP1, aunque variables (60-90 %) (Avouac et al., 
2006; Niewold et al., 2007; Pruijn et al., 2010; Kim et al., 2010). Sin embargo, estos 
niveles de sensibilidad de los test anti-CCP2 se reducen en pacientes RA recién 
diagnosticados (Pruijn et al., 2010). La especificidad diagnóstica de los test anti-CCP2 es 
siempre muy alta (>95 %) (Avouac et al., 2006; Niewold et al., 2007), lo mismo que el 
valor predictivo positivo (90-98 %) (Vander Cruyssen et al., 2005). Dicha elevada 
especificidad se mantiene incluso aunque la población control incluya individuos con 
enfermedades inflamatorias como lupus eritematoso sistémico (SLE) o síndrome de 
Sjögren (SS) (Kim et al., 2010). El surgimiento de tests de tercera generación con un 
nuevo péptido (anti-CCP3) no parece haber mejorado sustancialmente el problema de la 
sensibilidad diagnóstica (Coenen et al. 2007; Luis Caro-Oleas et al., 2007; Santiago et al., 
2008), de modo que este tipo de pruebas siguen siendo interesantes en las poblaciones 
heterogéneas de pacientes de Reumatología de los hospitales, pero no en la población 
general, en donde el valor predictivo positivo se reducirá drásticamente, debido a la baja 
prevalencia de la enfermedad en dicha población (1-2 %). 
Una baja sensibilidad también está presente en los criterios de clasificación de la 
ACR (1987), que incluyen al factor reumatoide y de los que se sabe desde hace tiempo 
(Saraux et al., 2001) que no son útiles para diagnosticar esta enfermedad dentro del 
primer año desde su comienzo. Esto se debe a que dichos criterios fueron desarrollados 
como una herramienta para clasificar a los pacientes que ya habían sido identificados 
por el reumatólogo como personas con una RA, y no como un método de diagnóstico. 
Los nuevos criterios de la  ACR/EULAR de 2010, comparados con los de la ACR de 1987, 
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incluyen un mayor número de pruebas serológicas/hematológicas: factor reumatoide, 
ACPA, CRP, ESR. Consecuentemente, estos criterios tienen una mayor sensibilidad 
diagnóstica (79-84 %), lo que favorece un mejor pronóstico, si bien a costa de una menor 
especificidad (59-64 %; sobre todo en pacientes ≥60 años) y por lo tanto de un acusado 
sobrediagnóstico (Sakellariou et al., 2013; Vonkeman & van de Laar, 2013; Radner et al., 
2013; Berglin et al., 2013). De este modo, podemos decir que sigue existiendo una 
necesidad real de nuevas metodologías de evaluación que permitan un diagnóstico más 
simple y rápido de esta enfermedad con una elevada sensibilidad, especificidad, valores 
predictivos y eficacia diagnóstica.  
 
10.- USO DE BIBLIOTECAS DE LIGANDOS PEPTÍDICOS COMBINATORIOS 
(PROTEOMINERTM) EN LA DETECCIÓN DE BIOMARCADORES DE DIAGNÓSTICO 
TEMPRANO DE ARTRITIS REUMATOIDE 
De lo comentado en anteriores apartados se puede deducir que las bibliotecas de 
ligandos peptídicos combinatorios, y más en concreto el kit comercial ProteoMinerTM, 
constituyen una eficaz herramienta para enriquecer, de forma rápida, las muestras de 
suero en proteínas de pequeña o mediana abundancia empleando grandes volúmenes 
de suero de partida (e.j., 10 mL). Sin embargo, no hay que olvidar que este tipo de 
técnicas se basan en “igualar” diferencias de concentración (“equalization”), por lo que 
la comprensión del rango dinámico suscita una cuestión inmediatamente: ¿Son este tipo 
de tecnologías adecuadas para la búsqueda de biomarcadores de patologías? no parece 
fácil dar una respuesta a esta pregunta. En principio esto debería ser posible, con la 
única condición que el biomarcador potencial estuviese en una concentración tan 
mínima, que no saturase el péptido de las beads y se pudiesen así ver diferencias entre 
el control y la muestra patológica (Righetti et al., 2006). En este sentido, Hartwig et al., 
2009 realizó un análisis cualitativo y cuantitativo de muestras de suero tratadas con 
ProteoMiner mediante 2-DE, demostrando que las intensidades de los spots 
correspondientes a proteínas de E. coli incorporadas deliberadamente (“spikes”) a las 
muestras de suero, eran directamente proporcionales a la cantidad inicial de proteína 
bacteriana (3-300 μg). Otro ejemplo son los trabajos de Léger et al. (2011), quienes 
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indicaron que los niveles relativos de proteína C reactiva endógena (CRP) se mantenían 
en las muestras de plasma de algunos pacientes del estudio, a pesar del tratamiento con 
librerías hexapeptídicas. 
Debido al elevado coste de esta tecnología se decidió preparar dos pooles de 
muestras de un volumen de 1 mL cada uno (Figura 44). El primero de ellos se generó a 
partir de los sueros de 8 donantes sanos, mientras que el segundo se preparó juntando 
los sueros de los 8 pacientes con artritis reumatoide. El rango dinámico de 
concentración proteica de cada uno de los pooles fue reducido utilizando una colección 
combinatoria de hexapéptidos (ProteMinerTM) especialmente formulada para análisis 
mediante 2-DE (BioRad). Se siguieron las instrucciones del fabricante y las proteínas 
eluidas de las columnas se separaron en geles bidimensionales. Para la primera 
dimensión se utilizó el sistema Protean IEF (BioRad) (0.1 mg, tiras 11 cm pH 5-8), 
mientras que para la segunda se empleó la carcasa Ettan DALT Six. Con el fin de facilitar 
la comparación, en cada gel de la segunda dimensión se dispuso una muestra del grupo 
control (sanos) y una del grupo de pacientes (enfermos). Debido a la pequeña cantidad 
de proteína cargada en cada tira de isoelectroenfoque (0.1 mg), los geles fueron teñidos 
con SYPRO Ruby.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Pool sanos vs pool pacientes RA.  
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El análisis diferencial fue realizado utilizando el software LUDESI (Anova ≤0.05, 
fold ±2). La identificación de proteínas se llevó a cabo mediante MALDI-TOF, y 
confirmada mediante posterior secuenciación de péptidos específicos por MS/MS 
(Figura 45; Tabla 30). Los resultados obtenidos en el análisis diferencial de expresión de 
este primer abordaje mostraron aumentos significativos en pacientes de apo A-I (spot 
#32), apo A-IV (spot #72), apo A-J (spot #343) y el factor del complemento C4a (spot 
#239), mientras que se observaron reducciones en antitrombina III (spot #92) y la 
cadena pesada de la inmunoglobulina G (spot #344) (Figura 45; Tabla 30). Estos 
resultados, por tanto, confirman la reducción de antitrombina III en suero de pacientes 
con RA (Tabla 31), pero entran en conflicto con la reducción observada de apoA-I o 
apoA-IV (Tabla 31), dos apolipoproteínas que tanto en nuestros análisis proteómicos de 
sueron sin Ig/HSA (Tabla 31) como en los trabajos de otros investigadores (Doherty et 
al., 1998) aparecen infrarepresentadas en el suero de pacientes con RA. Una explicación 
posible es que los spots #32 y #72 (Figura 45) no se corresponden con los spots #4004 
(apoA-I) y #3204 (apo A-IV) (Tabla 21 y 22), de modo que aunque se trate de las mismas 
proteínas (apo A-I y apo A-IV) podrían ser variantes minoritarias cuyo incremento podría 
corresponderse con la reducción de otros spots de las mismas proteínas. Otra razón 
podría tener que ver con el uso de “pools” en estos ensayos. Por último, una explicación 
podría tener que ver con el hecho que el uso de bibliotecas de ligandos peptídicos 
combinatorios tampoco está exento de problemas.  
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Figura 45. Análisis pool de sanos vs pool de enfermos. (A) Proteinas significativas.  (B) Se identificaron 7 spots 
(Tabla 30) que presentaban diferencias significativas (Anova ≤ 0.05, fold ±2) mediante espectrometría de masas. 
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TABLA 31 
Compilación de las proteínas encontradas modificadas en pacientes RA dentro de las fracciones 
retenidas por la cromatografía tiofílica (inmunoglobulinoma) o en sueros tratados mediante 
inmuno-sustracción o librerías peptídicas 
Proteína Inmunoglobulinoma Suero sin Ig/HSA ProteoMinerTM 
Albúmina n.d. Reducida n.d. 
Antitrombina III n.d. Reducida Reducida 
Apolipoproteína A-I n.d. Reducida Aumentada 
Apolipoproteína A-IV n.d. Reducida Aumentada 
Apolipoproteína J n.d. n.d. Aumentada 
Ceruloplasmina n.d. Aumentada n.d. 
Complemento C2 n..d Reducido n.d. 
Complemento C4a n.d. n.d. Aumentado 
Glicoproteína α2 rica en 
leucina 
n.d. Aumentada n.d. 
Haptoglobina n.d. Aumentada n.d. 
Hemopexina n.d. Reducida n.d. 
IgG, cadena pesada Aumentada n.d. Reducida 
Precursor amiloide 
sérico 
n.d. Aumentada n.d. 
Proteína de unión a 
retinol 
n.d. Reducida n.d. 
Proteína de unión a 
vitamina D 
n.d. Reducida Aumentada 
Kininógeno Aumentado n.d. n.d. 
Tetranectina n.d. Reducida n.d. 
Transtirretina n.d. Reducida n.d. 
α1-antiquimotripsina n.d. Aumentada n.d. 
α1-antitripsina Reducida Reducida n.d. 
α2-HS glicoproteína n.d. Reducida n.d. 
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En primer lugar, porque aunque la fuerza de la interacción entre los péptidos de la 
librería peptídica y las proteínas capturadas es elevada (Righetti et al., 2012), el 
tratamiento del suero con librerías peptídicas parecen eliminar mayormente proteínas 
<26 kDa (Fernández et al., 2011). Además, aunque efectivamente comprime el rango de 
concentraciones de proteínas dentro de la fracción no retenida, permitiendo así la 
visualización de especies proteicas minoritarias, todavía se detectan proteínas séricas 
pertenecientes al grupo de las 20 proteínas más abundantes, con presencia relevante de 
inmunoglobulinas y apolipoproteínas (Fernández et al., 2011). En el caso de las 
apolipoproteínas (Apo A-I, Apo A-IV, Apo D, Apo E, o Apo J), esto podría deberse a una 
cierta selectividad por este tipo de proteínas, capaces de interaccionar con los lípidos y 
con el medio acuoso gracias a sus propiedades anfipáticas (pueden permanecer libres en 
solución pero también asociarse a lipoproteínas). De hecho, de los 16 aminoácidos que 
forman la librería de hexapéptidos aleatorios, 8 de ellos (Phe, Trp Tyr, Arg, Lys, His, Ile, 
Val) son capaces de capturar por si sólos una gran cantidad de proteínas, especialmente 
los aminoácidos aromáticos (Phe, Tyr y Trp), mientras que dicho número se reduce en el 
caso del resto de aminoácidos (Boschetti & Righetti, 2008). Esto indica que los dos tipos 
de interacciones dominantes que se dan entre los péptidos unidos a la matriz 
cromatográfica y las proteínas del suero son las interacciones carga-carga y, sobre todo, 
las hidrofóbicas (Boschetti & Righetti, 2008). De este modo, es posible que dichas 
interacciones hidrofóbicas, así como una gran número de sitios de unión, favorezca la 
interacción entre apolipoproteínas como apoJ y los hexapéptidos de la librería (Righetti 
& Boschetti, 2007; D´Ambrosio et al., 2008), siendo así preferentemente enriquecidas. 
Keidel et al., (2010) va incluso más allá, indicando que la eliminación de proteínas 
mediante el uso de bibliotecas de ligandos peptídicos combinatorios no está basada en 
la interacción entre dichos ligandos hexapéptídicos aleatorios y las proteínas sino en “un 
mecanismo hidrofóbico general, en donde la diversidad de ligandos de superficie juega 
sólo un papel sin importancia“. Sean los péptidos los responsables o la matriz 
cromatografíca, este tipo de interacciones hidrofóbicas podría dar lugar a resultados 
inesperados en relación con los niveles de apolipoproteínas como apo A-I, Apo D, Apo J, 
Apo E o Apo A-IV en ciertas patologías. Un ejemplo podría ser el aumento de Apo A-I 
(spot #32) y Apo A-IV (spot #72) que hemos detectado en sueros tratados con 
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ProteoMinerTM de pacientes con RA, pero no en aquellos tratados mediante inmuno-
sustracción. Otro sería el aumento en Apo A-I en pacientes de cáncer de pulmón de 
células no pequeñas con pobre pronóstico acompañado de un incremento en proteínas 
de fase aguda positivas como SAA1 (Milan et al., 2012). De este modo, estos datos 
sugieren que la integración de la tecnología de bibliotecas de ligandos peptídicos 
combinatorios (ProteoMinerTM) con la 2-DE/MS o con otras tecnologías como LC-MS/MS 
es muy simple y resulta útil para la búsqueda de nuevos biomarcadores en distintas 
enfermedades. Sin embargo, esta tecnología debería de ser complementada con otras 
de reducción de la complejidad de las muestras como la inmuno-sustracción (Selvaraju & 
Rassi, 2011), o bien con metodologías que permitan detectar cambios en los niveles del 
biomarcador de una manera muy específica y dirigida como el ELISA o el western blot.  
El análisis en LUDESI de nuestros geles bidimensionales apunta a que Apo 
J/clusterina (spot #343; 35.7-39.5 kDa y pI 4.7-4.9 de acuerdo con Swiss-2DPAGE) 
presenta niveles aumentados en suero en pacientes RA, lo que coincide con su papel 
como marcador de inflamación (Falgarone & Chiocchia, 2009) y con la reducción de Apo 
J en el suero de pacientes RA tratados con terapia anti-TNF (infliximab) (Takeuchi et al., 
2007). Clusterina también se encuentra aumentada en suero de pacientes con otra 
enfermedad autoinmune, la esclerosis múltiple (Fiorini et al., 2013). Por el contrario, la 
comparación de los niveles de clusterina en fluido sinovial en pacientes con RA y 
osteoartritis (OA) no ha mostrado diferencias significativas (Devauchelle et al., 2006). 
Para complicar este cuadro aún más, estos mismos autores sí han detectado reducciones 
significativas tanto de mensajeros como de proteína intracelular en tejido sinovial de 
pacientes con RA en comparación con tejido sinovial de pacientes con OA o pacientes 
que han sufrido un trauma en la articulación (Devauchelle et al., 2004, 2006). Otras 
enfermedades autoinmunes en donde se han observado modificaciones de 
apoJ/clusterina ha sido en lupus eritematoso sistémico (SLE; Newkirk et al., 1999) y en 
psoriasis (García-Rodríguez et al., 2013), en ambos casos con concentraciones reducidas 
en suero/plasma.  
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Clusterina es una glicoproteína con isoformas nucleares, extracelulares e 
intracelulares. La forma predominante de la clusterina es una proteína heterodimérica 
de 80 kDa (sCLU) producida a partir de un mRNA de tamaño completo, mientras que la 
forma nuclear (nCLU; 55 kDa) se produce mediante procesamiento alternativo. Las 
funciones variadas (en general antiinflamatorias y citoprotectoras) que dependen de su 
maduración y localización son: inhibidor del complemento (Tschopp & French, 1994), 
inhibidor de la proliferación (Shannan et al., 2006), anti- (la forma soluble; Shannan et 
al., 2006; Trougakos, 2013) y proapoptóticas (la forma nuclear; Shannan et al., 2006; Kim 
& Choi, 2011), chaperona (Trougakos, 2013), inhibidor de metaloproteinasas de matriz 
(MMP-2, MMP-3, MMP-7 y MMP-9; Jeong et al., 2012) e inhibidora de la activación de 
NF-κB mediada por TNF en sinoviocitos (Devauchelle et al., 2004, 2006; Falgarone & 
Chiocchia, 2009; Falgarone et al., 2012), de ahí que su reducción favorezca la producción 
de citoquinas proinflamatorias como IL-6 y la sinovitis. De hecho, la ausencia de 
clusterina en modelos murinos de artritis reumatoide genera una enfermedad más 
acelerada y de mayor duración (Falgarone & Chiocchia, 2009), o aumenta la severidad de 
la miocarditis autoinmune en modelos murinos de esta enfermedad (McLauhlin et al., 
2000). 
Como hemos visto anteriormente, las enfermedades autoinmunes presentan una 
ateroesclerosis acelerada. La clusterina secretada (sCLU) se encuentra asociada con 
lipoproteínas de alta densidad (HDL; Mackness et al., 1997; Poulakou et al., 2008) a 
demás de formar complejos con apolipoproteína A-I (Jenne et al., 1991; Poulakou et al., 
2008) y la paraoxonasa humana (Kelso et al., 1994; Poulakou et al., 2008). Apo A-I, Pon 
(paraxonasa) y clusterina se acumulan en la placa ateroesclerótica como consecuencia 
del atrapamiento de HDL en la pared arterial. Estos componentes se asocian con una 
subespecie específica de HDL en la circulación, que se cree previene la peroxidación 
lipídica. Por lo tanto es posible, que el aumento de Pon, clusterina, y Apo A- I durante el 
desarrollo de la aterosclerosis puede representar una respuesta protectora, al estrés 
oxidativo asociado con el desarrollo de la enfermedad (Mackness et al., 1997).  
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11.- DESARROLLO DEL PROYECTO A CORTO PLAZO  
Dada la naturaleza preliminar de algunos de los resultados presentados en el final 
de esta tesis, se ha considerado conveniente incluir un pequeño apartado final en el que 
se describen algunos de los ensayos que se van a acometer en el corto plazo con el fin de 
lograr un mayor soporte experimental y confirmar algunas de las hipótesis barajadas. 
Así, la idea sería validar estos datos analizando un mayor número de sueros de 
individuos sanos y pacientes RA en combinación con nuevas técnicas.  
Un primer paso sería intentar confirmar el aumento de LRG1 y la reducción de 
ATIII en el suero de pacientes RA. Para ellos se plantearía realizar bien una cuantificación 
absoluta por ELISAS comerciales o bien una cuantificación relativa por western blot. En 
este último caso se cargarían volúmenes iguales de suero en cada uno de los pocillos del 
gel y, después de la transferencia, se emplearían anticuerpos monoclonales anti-AT-III y 
anti-LRG1 en combinación con anticuerpos secundarios marcados con fluorocromos y 
detección de la fluorescencia en equipos de captación de imagen adecuados. El 
resultado esperado sería la observación de una banda de LRG1 (45-50 kDa) más intensa 
en individuos RA (y lo contrario en el caso de AT-III; 59-60 kDa) en comparación con los 
controles sanos. α1-antiquimiotripsina u orosomucoide. 
Por otro lado, para poder comparar las frecuencias alélicas y genotípicas de los 
genes HP y APOE en las dos poblaciones (sanos y pacientes RA) y confirmar la mayor 
frecuencia de los alelos HP*1 y APOE*4 en pacientes con RA se plantea una purificación de 
DNA genómico a partir de un número elevado de muestras de sangre de controles y 
pacientes combinada con dos posibilidades analíticas: 1) Amplificación mediante PCR de 
la región de interés en los genes HP y APOE seguida de piro-secuenciación; 2) Uso de 
PCRs específicas de alelo (“allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction” o 
ASO-PCR).  
Finalmente, para comprobar si existe un vínculo entre el riesgo de citrulinización 
de la proteína Apo E y el genotipo en el gen APOE la idea sería seleccionar varios grupos 
de individuos en función del genotipo (E2/E2, E3/E3, E4/E4, etc.) y capturar 
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específicamente esta apolipoproteína a partir de las muestras de suero 
correspondientes por inmunoprecipitación mediante un anticuerpo anti-apo E. Para 
analizar el grado de citrulinización se plantean dos posibilidades: 1) Análisis mediante 1-
DE y 2-DE, en combinación con western blot (empleando anticuerpos específicos anti-
apoE y anti-citrulina), de la proteína apo E inmunoprecipitada y de los niveles de 
citrulinización de esta apolipoproteína; 2) Uso de espectrometría de masas y para la 
detección de los niveles de citrulinización e identificar los péptidos dentro de la proteína 
apoE que sufren esta modificación postraduccional aplicando reglas de identificación  
como el incremento del peso molecular de los péptidos en 0.98 Da o la pérdida de cortes 
trípticos (MS1) o cambios en la secuencia de los péptidos parentales (ArgCit; MS2). 
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Basándonos en los resultados presentados y discutidos a lo largo de esta tesis 
podemos establecer una serie de conclusiones que a continuación pasamos a enumerar: 
Tanto la combinación de cromatografía tiofílica/inmunodepleción de HSA como el uso de librerías 
peptídicas permiten la eliminación de un gran número de proteínas abundantes de suero y la 
reducción de la complejidad y del rango dinámico de las muestras, facilitando los estudios de 
abundancia diferencial de proteínas partiendo de altos volúmenes de muestra inicial y con una mínima 
preparación, relativo bajo coste y gran rapidez de análisis. 
 
Los estudios proteómicos de abundancia diferencial de proteínas en el suero de pacientes con RA 
y controles sanos han mostrado cambios significativos en numerosas proteínas del suero, entre 
ellas una reducción de ATIII y un aumento de LRG1. El estado procoagulatorio en RA encajaría con 
la reducción de ATIII, que provocaría un desequilibrio en la formación/degradación de fibrina que llevaría 
a su acumulación en articulaciones y placas ateromatosas. El aumento de LRG1 en RA podría servir para 
eliminar al citocromo c de la circulación (señal de peligro), o como factor de supervivencia para linfocitos o 
de activación para neutrófilos. 
 
El análisis multivariante de los datos proteómicos (PCA) apunta nuevamente que la artritis 
reumatoide es una enfermedad articular autoimune y sobre todo multifactorial, ya que muchos 
son los factores involucrados en la causa esta enfermedad. El factor que más contribuye a la 
variabilidad en el proteoma causada por esta patología parece ser el nivel de inflamación, mientras que un 
segundo factor hace referencia al fenotipo de los individuos en cuanto a las haptoglobinas, una molécula 
antioxidativa y un antagonista natural de la inflamación y de la activación del sistema inmune. Nuestros 
datos apuntan hacia una mayor frecuencia del alelo Hp1 y del fenotipo Hp 2-1 en pacientes con RA, a 
pesar de que nuestro tamaño muestral no permite confirmar si dichas diferencias son significativas. 
Finalmente, un tercer factor en importancia a la hora de explicar la variabilidad en los datos proteómicos 
de pacientes RA es el nivel de actividad de la enfermedad en ese momento, indicado por la presencia de 
mayores niveles de reactantes de fase aguda de respuesta rápida como α1-antiquimiotripsina u 
orosomucoide.   
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Aunque APOE4 es el alelo de menor frecuencia en la población europea, ésta podría estar 
aumentada en los pacientes con RA y favorecer una desestabilización de la estructura proteica de 
apoE (en respuesta al estrés químico o termal) y la citrulinización y generación de 
autoanticuerpos frente a esta apolipoproteína, lo que podría relacionarse con mayores respuestas 
inflamatorias, amiloidosis, osteoporosis o complicaciones cardiovasculares.  
 
Utilizando una colección combinatoria de hexapéptidos (ProteoMiner™) hemos conseguido 
reducir el rango dinámico de concentración proteica en las muestras de suero y confirmar la 
reducción de ATIII en suero de pacientes con RA. Sin embargo, se han detectado aumentos 
inesperados de apoA-I o apoA-IV en pacientes RA, posiblemente porque los hexapéptidos de las librerías 
tienen una interacción preferencial con este tipo de proteínas séricas. De este modo, esta tecnología 
podría introducir artefactos en los estudios proteómicos cuantitativos.  
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a b s t r a c t
Serum is a typical sample for non-invasive studies in clinical research. Its proteome characterization
is challenging, since requires extensive protein depletion. Methods used nowadays for removal of
high-abundance proteins are expensive or show quite often a low loading capacity, which has strong
repercussions on the number of samples and replicates per analysis.
In order to deplete immunoglobulins (Igs) and albumin (HSA) from1mL serumsamples,wehavedevel-
oped a protocol based on a combination of thiophilic chromatography, not previously used in clinical
proteomics, and a HSA-speciﬁc resin. Ig/HSA-depleted samples, immunoglobulinome and albuminone
were analyzed by 2-DE. Thiophilic chromatography, coupled with HSA-depletion, allows a good 2-DE
resolution as well as the visualization of new spots. Moreover, it yields enough protein to evaluate tech-
nical variability and facilitate subsequent protein identiﬁcation. To validate the protocol, we carried
out a preliminary comparative study between triplicate Igs/HSA-depleted serum samples from healthy
control individuals and recently diagnosed/untreated rheumatoid arthritis (RA) patients. RA patients
showed several acute phase proteins, aswell as additional serumproteins, differentially and signiﬁcantly
regulated.
Therefore, thiophilic chromatography can be used as an efﬁcient and economical method in 2-DE to
deplete immunoglobulins from large human serum samples before a more extensive fractioning.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
The emerging ﬁelds of proteomics and bioinformatics are
playing a vital role in many scientiﬁc disciplines as tools to
discovermolecularmechanisms behind different pathologies. Con-
Abbreviations: A1AT, 1 antitrypsin; ACR, American College of Rheumatology;
AHSG, 2-HS-glycoprotein; ATIII, antithrombin III; BSA, bovine serum albumin;
CCP, cyclic citrullinated peptide; CD5L, CD5 molecule-like Sp-alpha; CRP, C-reactive
protein; CV, coefﬁcient of variation; HDL, high density lipoprotein; Hp, hap-
toglobin; HSA, human serum albumin; IDL, intermediate density lipoprotein; Igs,
immunoglobulins; LRG, leucine rich 2 glycoprotein; MMP-3, matrix metallopro-
teinase; NRF, non-retained fractions; PON, paraoxonase; SAP, serum amyloid P
component; RA, rheumatoid arthritis; RF, retained fractions; SAA, serum amyloid
A protein; TN, tetranectin; VLDL, very low density lipoprotein; ZAG, zinc--2-
glycoprotein.
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sequently, there is a renewed interest in identifying disease
biomarkers for diagnosis or in investigating the patient response
to a therapy or the disease progression. Clinical proteomics refers
to the application of those tools to investigate protein expression
differences in pathological samples. Amongst the last ones, bio-
logical ﬂuids provide clear advantages, like low invasiveness/cost
and easy sample collection/processing. At least in theory, by com-
paring proteins present in healthy and diseased ﬂuid samples, it is
possible to identify the speciﬁc “proteomic signature” of a disease.
Thus, body ﬂuids proteomics has become a promising approach to
discover new biomarkers for human diseases [1,2].
Classical proteomics-based analysis separates, visualizes,
identiﬁes and quantiﬁes most of the proteins present in biological
samples, and one of themost effectivemeans to undertake this task
is to simplify the starting sample. This is particularly important
for serum proteome characterization, because of the high dynamic
range of protein concentrations [1–8]. Different commercial
methods are available nowadays to eliminate immunoglobulins
and albumin from serum samples, but most of them are expen-
sive, require instruments not always available at the clinical lab
or work with small sample volumes (5–180L; see Table 6 in
0003-2670/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Table 1
Conditions tested for sample preparation and 2-DE analysis.
Samples Type of samples: serum from o/n fasting healthy
or RA caucasian donors; 40–60 years old. Time
for sampling: 9–10 a.m. Tubes: 3.5mL BD
Vacutainer® SSTTM II Advance (lot #526629C).
Inverted 5 times and clotting for 30min (RT).
Hemolytic samples discarded. Sample handling:
4000× g (15min, 4 ◦C) in a swing-head
centrifuge. Protease inhibitor cocktail (BD) w/o
AEBSF: added or not to serum. Cell debris
elimination: 13,000× g (15min, 4 ◦C).
Processing time: up to 1h post-phlebotomy.
Sample storage: 1mL aliquots, −80 ◦C, no
longer than 4 weeks. Thawing once (2h on ice).
Igs-depletion: thiophilic chromatography/T-gel
(Pierce). HSA-depletion: immunoafﬁnity
anti-HSA resin (Sartorious).
Concentration/desalting: Dialysis/acetone
precipitation or Amicon Ultra-4 (Millipore).
2-DE IEF strips: ReadyStripTM IPG Strips pH 3–10 NL,
17 cm (BioRad) and IPG Strips pH 4–7 NL or
3–10 NL, 11 cm (GE Healthcare). Presence or
absence of thiourea in the rehydratation buffer.
Buffer 1: 7mol L−1 urea, 2mol L−1 thiourea, 4%
CHAPS, 0.3% DTT, 0.5% Bio-lyte 3–10 IPG buffer,
bromphenol blue; buffer 2: 8mol L−1 urea, 2%
CHAPS, 0.9% DTT, 1% Bio-lyte 3–10 IPG buffer,
bromphenol blue. IEF conditions (Protean IEF
CellTM , BioRad): Active rehydratation (50V,
12h, 20 ◦C); with or without paper wicks after
rehydratation; focusing: 10,000V,
60,000Vh−1. Protein loading (IPG Strips pH
3–10 NL, 17 cm). Silver staining: 50, 100 and
200g. Bio-Safe: 350, 750, 1000 and 1500g.
Second dimension electrophoresis units: for IPG
Strips pH 3–10 NL (17 cm), Protean II XL 2-D
Cell, BioRad. For IPG Strips pH 4–7 NL (11 cm)
or 3–10 NL (11 cm), Ettan DALT Six System.
Gels: continuous 12% SDS-PAGE,
20 cm×20 cm×0.15 cm (Protean II XL 2-D
Cell) or 26 cm×20 cm×0.15 cm (Ettan DALT
Six System). Amperages and temperature. For
Protean II XL 2-D Cell: 15–18 (∼24h), 23
(∼18h) and 120mA (∼3h) at 4 ◦C (cold room).
For Ettan DALT Six System: 85–90mA (∼24h)
at 15 ◦C (MultiTemp III cooling device).
Staining: Bio-Safe Coomassie G-250 (BioRad),
Blue silver [21], Silver Stain Plus (BioRad).
Bioinformatic tools 2-DE gel analysis: PDQuestTM version 7.4.0
(BioRad). Normalization methods tested: total
quantity in analysis set, total quantity in valid
spots and total density in gel image. Statistic
analysis: Mann–Whitney signed rank test.
supplementary data). The last point is particularly relevant, since it
means that all the pre-analytical steps will be time consuming and
the amount of sample rather limiting after the depletion of these
highly abundant proteins. Consequently, only a few samples with
a low number of replicates will be used and optimal bioinformatic
or mass spectrometry (MS) analysis will not be achieved (e.g., the
intra- and inter-sample variabilitywill be abnormally high or,more
often, poorly or none estimated) [9,10]. Thus, even though the aim
of a particular study is deﬁned precisely, the above-mentioned
setbacks limit the generation of trustworthy data.
RA is a common (prevalence of ∼1%) human systemic dis-
ease that causes a persistent joint inﬂammation. This chronic
disease is characterized by inﬁltration of reactive leukocytes able
to mount an intense immune response against own proteins, mak-
ing macrophage/ﬁbroblasts generate the so-called “pannus” and
secrete enzymes that degrade the extracellular matrix. Both aeti-
ology and pathogenesis of RA are not fully understood, but the
autoimmune response results, in the long term, to cartilage/bone
destruction, joint damage and loss of function. Consequently, early
disease detection seems crucial, since therapeutic intervention at
the initial stages of this disease could be very positive in terms of
obtaining a better disease outcome [11].
Current diagnosis of RA is based on rules like the 1987 Ameri-
can College of Rheumatology (ACR) classiﬁcation criteria. However,
ACR criteria were developed to classify RA, not for diagnosis
[11]. For that reason, both determination of indicators of acute
phase response, such as C-reactive protein/CRP or erythrocyte sed-
imentation rate/ESR, and detection of antibodies against cyclic
citrullinated peptides (anti-CCP) provide evidences for positive
RA diagnosis [11,12]. In addition, researchers have also shown:
(a) increased levels of pro-inﬂammatory cytokines like of IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 or TNF [13]; (b) negative acute
phase reactants like albumin, apoA1, transthyretin, Gc-globulin,
2-HS-glycoprotein, 2-macroglobulin, 1B-glycoprotein, apoA1,
ApoA2 or apoA4 [14]; (c) positive acute phase proteins like C-
reactive protein/CRP,1-antichymotrypsin, serum amyloid A/SAA,
haptoglobin/Hp, ceruloplasmin, or C3 proactivator [14,15]; (d)
modulation of proteases like sCD26 [16], matrix metallopro-
teinases (MMPs), gelatinase B or calgranulins [15]; (e) reduction
of tetranectin (TN) and paraoxonase (PON) levels or elevation of
calcium binding proteins MRP8/MRP9 [15,17,18]. Unfortunately,
the inspeciﬁcity of most of these proteins, the moderate sensitivity
(30–70%) of the anti-CCP test and the fact that most of potential
biomarkers are often low abundance proteins released by tis-
sues/cells is driving scientiﬁc community to look for RA-associated
biomarkers by mean of serum proteomics.
In this paper, we explored in the ﬁeld of serum proteomics
a method based on thiophilic chromatography to remove most
of immunoglobulin isotypes from high volumes of initial sample
(up to 1mL). This protocol does not need special lab equipments
and, combined with a rigorous experimental design and bioin-
formatic tools, allows researchers to create preparative 2-DE gels
of depleted serum samples with a reasonable cost and reduced
technical variability. In order to provide additional data about the
method performance, the present paper also shows a prelimi-
nary 2-DE analysis with triplicate Ig/HSA-depleted serum samples
from early-diagnosed and untreated RA patients and age-matched
healthy control individuals. Our data describe a pattern of signif-
icantly deregulated serum proteins, many of them taking part in
the well-known acute inﬂammatory response of RA. Thus, results
from this paper clearly demonstrate that future clinical serumstud-
ies can beneﬁt from the application of T-gels for the purpose of
immunoglobulin depletion.
2. Experimental
We carried out all analysis working on human serum samples
from healthy or RA Caucasian individuals. Conditions tested, like
sample handling or storage, protein depletion, 2-DE, protein stain-
ing, bioinformatic analysis, are summarized in Table 1. Section 2
only describes optimal conditions.
2.1. Serum sample collection
We have selected for our analysis Caucasian individuals, with
an age range of 40–80 years. The USC Medical Service or the Clinic
UniversityHospital of Santiago (CHUS)Rheumatology Service (San-
tiagodeCompostela, Spain) tookblood samples fromfastingdonors
by venipuncture, roughly at the same hour in the morning. It was
used 3.5mL tubes from the same lot (Vacutainer SST II Advance, BD,
Spain), thatwere rapidly processed. After 30min, clotted bloodwas
centrifugedat 4000× g (15min, 4 ◦C) to collect serum. Then, follow-
ing HUPO recommendations [19], an AEBSF-free protease inhibitor
cocktail (800gmL−1 benzamidine HCl, 500gmL−1 phenanthro-
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line, 500gmL−1 aprotinin, 500gmL−1 leupeptin, 500gmL−1
pepstatin A, 50mmol L−1 PMSF; BD) was added, and samples were
centrifuged at 13,000× g (15min, 4 ◦C). Finally, insoluble mate-
rial was discarded and serum aliquots were made (1mL per tube;
1.5mL tubes, Daslab®) and rapidly stored at −80 ◦C prior to use (up
to 4 weeks; short term storage).
2.2. Sample thawing and protein concentration quantiﬁcation
Serumsamples, taken through only one freezing–thawing cycle,
were thawed for 2h on ice, and protein concentration was mea-
sured by BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, USA), yielding a
concentration of 70–80mgmL−1.
2.3. Proteome fractionation
2.3.1. Igs depletion
T-GelTM puriﬁcation kit (Pierce) was used to deplete Igs (IgG1,
IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, and IgA2) [20]. We selected four non-
retained fractions (NRF 1–4) and four retained fractions (RF 1–4)
according to the protein content (A280). All fractions (NRF and RF)
were desalted/concentrated using Amicon Ultra-4 devices (Milli-
pore Iberica, Spain) and either analyzed by 2-DEor stored at−80 ◦C.
2.3.2. HSA depletion
To remove albumin from T-GelTM NRF, we used 4mL of Viva-
pure anti-HSA Afﬁnity resin (Sartorius, Spain), mixed with 12mg
of T-gel NRF protein and incubated for 15min (RT). Samples were
centrifuged (4000× g, 5min, 10 ◦C) using a vivaspin 6 column
(0.2m, Sartorius). The spin-column was washed 5 times (bind-
ing buffer; 20mmol L−1 Tris, 100mmol L−1 NaCl), with inserted
centrifugations (4000× g, 15min, 10 ◦C). All ﬂow-through fractions
(NRF) were collected and immunoafﬁnity performance followed
at 280nm. Retained protein (RF) was eluted from the resin by
washing four times with elution buffer (0.1M glycine). Collected
RF were neutralized with 1mol L−1 Tris, and both NRF and RF
desalted/concentrated (Amicon Ultra-4, Millipore) to be either
stored at −80 ◦C or analyzed by 2-DE afterwards.
2.4. 2-DE
Frozen serum samples (1mg for 17 cm 3–10 NL IPG strips;
0.5mg for 11 cm 4–7 NL or 3–10 NL IPG strips), depleted or not
of HSA and/or Igs, were thawed (2h on ice), diluted in rehydrata-
tion buffer (7mol L−1 urea, 2mol L−1 thiourea, 4% CHAPS (w/v),
3% DTT (w/v), 0.5% of either Biolyte® 3/10 or IPG buffer pH 4–7,
and traces of bromophenol) and loaded in either 17 cm IPG strips
(pH 3–10 NL, BioRad) or 11 cm IPG strips (pH 4–7 NL or 3–10
NL, GE Healthcare). Active hydration (PROTEAN IEF CellTM, BioRad,
Spain) was carried out with rehydratation buffer containing serum
proteins, at 50V (12h, 20 ◦C). Then, wet wicks were placed and
voltage linearly increased up to 10,000V. Samples were focused
for a total 60,000Vh at 20 ◦C and stored at −80 ◦C. Before the
second dimension, IPG strips were equilibrated in two steps: (1)
50mmol L−1 Tris–HCl pH 8.8, 6mol L−1 urea, 30% glycerol, 2% SDS
(w/v), traces of bromophenol blue, 1% DTT; 2mL, 15min, RT); (2)
the same buffer supplemented with 2.5% iodoacetamide instead of
DTT (2mL, 15min, RT). Equilibrated IPG strips were sealed on top
of 12% SDS-PAGE vertical gels using a melted 0.5% agarose solution
(50mmol L−1 Tris, 0.1% (w/v) SDS, 192mmol L−1 glycine and bro-
mophenol blue). Two vertical electrophoresis units were used: a
Protean II XL 2-D Cell (BioRad), with two 20 cm×20 cm×0.15 cm
gels and capacity for only one 17 cm IPG strip in each gel, and
the Ettan DALT Six System (GE Healthcare), with capacity for six
26 cm×20 cm×0.15 cm gels and two 11 cm IPG strips run side by
side per gel. Electrophoresis was performed at constant tempera-
ture and amperage (for Protean II XL 2-D Cell in cold room at 4 ◦C
and15mA; for EttanDALTSix Systemat 15 ◦C, using aMultiTemp III
cooling device from GE, and 85–90mA) until the tracking dye was
about to leak (∼23–24h). Protein spots were visualized by either
Bio-SafeTM Coomassie G-250 stain (BioRad; ﬁrst part of the paper)
or colloidal Coomassie G-250 Blue silver [21] (2-DE of healthy and
RA serum samples).
2.5. Computer analysis of 2-DE gels
Gels were digitized (ScanMaker 9800XL with transparency
mode adapter TMA1600, Microtek; 300dpi, 16-bit grey scale)
and analysis performed with PDQuestTM software, version 7.4.0
(BioRad). Brieﬂy, images were edited and cropped, and initial
spot detection was made with the “spot detection wizard” tool,
with Gaussian ﬁtting and background subtraction. Raw, ﬁltered
and Gaussian images were generated, and spots manually edited.
Irregularly shaped spots (e.g., HSA) were deﬁned using the “spot
boundary tool”. In the ﬁrst part of the study, we generated three
matchset, each one consisting of nine gels (three healthy subjects,
three replicates/each).Weperformedmanual spotmatching across
all gels, and protein spotswere automatically given a standard spot
number (SSP). Spot intensitywas calculatedby integrating the opti-
cal density over the spot area, and normalized by expressing the
value as a proportion of the total intensity of valid spots. Inter- and
intra-sample variability was analyzed by mean of the Scatter Plot
function in PDQuestTM, which provides correlation coefﬁcients for
matched gels, or exporting data to Microsoft Excel to calculate the
spot intensity variability (measured as coefﬁcient of variation/CV;
the SD calculated for the spot expressed as a percentage of the
mean value). The second part of the study (analysis of differen-
tially expressed proteins in sera from 3 RA patients vs. sera from
3 healthy donors) was performed in a similar way, although 18
gel images were used in this case and only a single matchset with
2 classes (healthy and RA patients; 9 gels/each) was created. For
the comparison of unpaired data and to test the null hypothesis
(H0= two independent samples, healthy and RA, were drawn from
the same population) we used non-parametric statistics. We chose
the Mann–Whitney signed rank test since this analysis does not
assume anything about the underlying statistical distribution and
because of the reduced number of samples. Thus, using the analysis
set tool in PDQuestTM, a group of proteins, showing quantitative
(±2-fold) and statistically signiﬁcant differences (P<0.05) when
comparing intensity of the spot in the control and thepatient group,
was selected.
2.6. Tryptic digestion and MALDI-TOF analysis
Protein spots were excised from gels and tryptic peptides
preparedwith Trypsin Gold (Promega) and In-Gel Digestzp kit (Mil-
lipore), the last one with Zip 96-well C18 plates and zip-tips. Then,
peptidicmixtureswere analyzedwith aMaldi-TOFmass spectrom-
eter (Autoﬂex, Bruker), using CHCA (-cyano-4-hydroxy-cinnamic
acid) matrix, TOF analyzer, MCP (Micro Channel Plate) detector,
SCOUT source and reﬂector acquisition operation mode. The mass
spectrometer was calibrated with tryptic peptides from actin and
albumin as internal standards, and mass range measured with the
instrument was 800–4200 m/z. Mass data were searched by GPS
Explorer Software with MASCOT (Matrix Science, London, UK; ver-
sions 2.1 and 2.2) as the database search engine. The following
search parameters were used: data base stringency to a speciﬁc
taxonomy Homo sapiens; mass tolerance, ±150ppm; mass values,
monoisotopic; protein mass, unrestricted; peptide charge state,
1+; maximum number of missed cleavages, 1; ﬁxed modiﬁcations,
carbamidomethyl (C); variable modiﬁcations, oxidation (M). All
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Fig. 1. Thiophilic gel chromatography is an efﬁcient method to deplete immunoglobulins from human serum samples. Serum samples were obtained by venipuncture from
fasting healthy donors and prepared following theHUPO guidelines [19]. Sera (1mL)were loaded in a T-gel column and four retained fractions (RF) and non-retained fractions
(NRF) collected, concentrated/desalted with Amicon Ultra-4 tubes and protein concentration evaluated by BCA. Then, 1mg aliquots of initial serum (A), NRF (B) and RF (C;
immunoglobulinome) were separated according to their isolectric point (17 cm 3–10 NL IPG strips) and size (12% SDS-PAGE) by 2-DE (Protean II XL 2-D Cell, Bio-Rad), and
stained with Bio-SafeTM Colloidal Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad). Gels were scanned with a ScanMaker 9800XL (Microtek). Serum albumin (HSA) and immunoglobulins (H,
heavy chains; L, light chains) are indicated. (C) T-gel RF proteins were identiﬁed according to Thadikkaran et al. [35] and MS; , IgM heavy chains; , IgG heavy chains; –,
Ig light chains; –s, IgM heavy chains, fragments of the constant part; , IgA heavy chains.
proteins were searched across UniProt, MSDB and NCBI, and iden-
tiﬁcation was only considered signiﬁcant (p<0.05) with MOWSE
scores greater than the values given, a large number of peptides
matched for each protein, a large percentage of protein coverage
and a low expectation value.
3. Results
3.1. T-gel chromatography is an efﬁcient method to deplete
inmunoglobulins from 1mL serum samples prior to 2-DE
Serum is one of the most frequent samples in clinical research.
Since serum contains proteases, degradation of proteins may con-
tinue ex vivo after sample collection. Therefore, a rigorous analysis
always needs to consider a number of variables that could alter the
protein content of serum. In our experiments, optimal sampling
conditions were chosen and serum samples obtained, stored and
handled always under the conditions described in Section 2. We
evaluated several experimental parameters (Table 1), such as ionic
strength, presence of thiourea in the rehydratation buffer, amper-
age, protein loading or performance of different staining protocols:
Bio-SafeTM Coomassie G-250 stain (BioRad), colloidal Coomassie
G-250 Blue silver [21], and silver-staining (BioRad). The Bio-SafeTM
stainingmethodwas chosen for theﬁrst set of experiments because
of its simplicity, reproducibility, and sensitivity (∼5ng/spot mea-
suredusing serial dilutions of bovine serumalbumin/BSAand1-DE;
data not shown). Table 1 also summarizes all the conditions tested
for protein depletion, 2-DE and computer-assisted data evaluation.
Humanserumanalysis is especially complicateddue to thepres-
ence of a few highly represented proteins, making difﬁcult the
detection of less abundant species. The range of protein concentra-
tions in plasma ﬂuctuates from mgmL−1 (e.g., albumin) to pgmL−1
(e.g., cytokines or proteins released into blood from tissues); this
means 10 orders of magnitude against only a range of detection of
up to 3 orders for 2-DE. Fig. 1A represents a typical 2-DE of unfrac-
tionated serum to illustrate how a handful of abundant serum
proteins dominate the spectrum of detected proteins and hinder
the identiﬁcation of minority species. The last ones are more likely
to be useful as disease biomarkers, since comemainly from cell and
tissue “leaking”. Therefore, in order to get to this more interest-
ing subproteome, we need to remove ﬁrstly the layer of abundant
proteins.
Immunoglobulins and albumin account for >70% of total serum
proteins [1–8]. Amongst immunoglobulins, IgA (9–33g L−1), IgG
(7.2–15g L−1) and IgM (0.5–2.5 g L−1) are the major isotypes,
while IgD (0–0.4 g L−1) and IgE (100–200g L−1) are less abun-
dant classes. To deplete immunoglobulins (up to 20% of total serum
proteins), two kinds of protocols are available (see Table 6 in sup-
plementary data). The ﬁrst ones are based on speciﬁc antibodies
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Table 2
Protein yield of a representative Thiophilic-gel chromatography experiment.a.
Protein concentration
(mgmL−1)
Total protein (mg) Yield (%)
Initial serum protein 56 56 100
NFR 91.60 38.8 68.75
RF 41 14.25 25.44
a Whole serum samples (1mL) were loaded in a T-gel column and protein con-
centration of every collected fraction was monitored at 280nm and subsequently
evaluated by BCA. NRF and RF refer to the protein recovered from pooled 1–4 ﬂow
through or retained fractions, respectively, after concentrating/desalting with Ami-
con Ultra-4 tubes.
for IgG (sometimes even IgA or IgM), which are very efﬁcient but
expensive and have a low loading capacity (up to 20–50L of
serum). The second class of protocols uses protein A, protein G or
protein A/Gmixtures,which bind IgG strongly butmove fromweak
to null afﬁnity regarding IgA, IgM or IgD. Traditionally, researchers
have applied thiophilic matrices (T-gels) for the puriﬁcation of
immunoglobulins, under mild conditions, from serum, ascites or
tissue culture supernatants [20]. Thiophilic interaction chromatog-
raphy is based on the capacity of some proteins to bind to a ligand
that containsboth a sulfone anda thioether group in thepresenceof
salts that interact with water molecules, such as potassium sulfate
or ammonium sulfate. T-gels have a broad isotype speciﬁcity and
strong binding to the threemajor immunoglobulin classes (IgA, IgG
and IgM), and to all the IgG subclasses (IgG1–IgG4). These proper-
ties, together with their high protein/gel loading ratio and binding
capacity (1mLserum;20mgofhuman IgGmL−1 of settledgel), high
protein recovery and method simplicity, make T-gels optimal for
2-DE in principle. To illustrate this idea, human serum was loaded
into afﬁnity T-gel columns and, elution of non-retained (NRF) and
retained (RF) proteins, followed at 280nm. The amount of protein
within RF samples accounted for the 19–22% of all the recovered
protein (95–98%of loadedprotein), as determined byBCA (Table 2).
Then, due to the sample dilution and the high potassium sulfate
concentration, ﬁltration through Amicon Ultra-4 devices was nec-
essary to concentrate and desalt the Ig-depleted samples. Fig. 1B
shows a typical 2-DE gel of NRF, where both heavy (H) and light (L)
immunoglobulin chainswere fully depleted after T-gel chromatog-
raphy. In spiteof thishigh speciﬁcityof T-gels for immunoglobulins,
thiophilic matrices also bind transferrins and 2-macroglobulins
[20]. Indeed, 2-DE of RF (Fig. 1C) shows spots belonging mainly
to IgA, IgG and IgM, but also additional abundant proteins whose
identiﬁcation by MS will be commented later on this paper.
When applying 2-DE to several samples, both biological
(interindividual variation) and technical variation (intraindividual
variation causedby sample preparation, fractioning, IEF, SDS-PAGE,
2-DE software, etc.) affect to some extent the reproducibility of
protein expression data, which is a major drawback to determine
quantitative and signiﬁcant changes. To overcome this obstacle, an
important step in quantitative proteomics is the detailed compila-
tion of expression data from replicated experiments, which allow
us to determine the inherent biological and technical variation
[9,10,22]. Therefore, triplicate Ig-depleted sera fromtwelvehealthy
donors were analyzed by 2-DE, and both intra- and inter-sample
coefﬁcients of correlation calculated using PD-Quest software.
Results (0.90±0.02 and 0.88±0.03, respectively) reﬂected good
values for both technical and biological variability.
3.2. Albumin depletion by afﬁnity chromatography
Since human albumin (HSA) is the most abundant serum pro-
tein (∼50–60% of total protein) an immunoafﬁnity protocol based
on an antibody fragment covalently coupled to agarose beads was
selected due to its high albumin retention capacity (2mgmL−1),
Table 3
Protein yield of a representative HSA-afﬁnity chromatography experiment.a.
Protein concentration
(mgmL−1)
Total protein
(mg)
Yield (%)
Initial Igs-depleted
protein
74.1 12.0 100
NFR 8.4 3.4 28.5
RF 18.6 7.3 60.5
a 12mg of Igs-depleted and concentrated/desalted serum samples were incu-
bated with Vivapure anti-HSA Afﬁnity resin. After several centrifugations two kind
of fractions, NRF (ﬂow through) and RF (retained) fractions, were collected, moni-
tored at 280nm, pooled and concentrated/desalted. Protein concentration of every
fraction was measured by BCA.
low unspeciﬁc binding and the possibility of processing large sam-
ple volumes. Therefore, T-gel NRF samples were pooled, desalted,
concentrated, quantiﬁed and incubated with this anti-HSA resin.
After centrifugation, bothNRFandRFwere collectedandmonitored
at 280nm. Table 3 shows data from a typical HSA-depletion exper-
iment, where ∼30% of the initial protein content was recovered as
NRF and ∼60% as RF. Therefore, our method was depleting most of
the albumin and samples were enriched approximately 4–5-fold,
enhancing up to 3 orders of magnitude the range of detection for
this technique and yielding enough amount of protein to carry out
several preparative 2-DE analyses.
As expected, 2-DE analysis of NRF (Fig. 2A) from HSA-afﬁnity
chromatography put in evidence that removal of both Igs and albu-
min yielded a better resolved protein pattern and an enrichment
of less abundant species. Moreover, even though albumin deple-
tion was not complete, it was highly speciﬁc (RF; Fig. 2B), since
most of the retained proteins were identiﬁed as albumin or albu-
min related proteins/fragments; only a few additional proteins,
like 1-antitrypsin/A1AT (see MS data below), were captured by
the HSA-speciﬁc spin column. This means that immunoafﬁnity
chromatography was not removing potentially important proteins
from Igs-depleted samples, as described for alternative technolo-
gies such as Cibracron Blue-based kits [4]. Moreover, albumin and
Igs removal clearly facilitated the visualization ofmore spots previ-
ouslymasked (Fig. 2C). Aswell, the sameﬁgure showsa full removal
of Igsheavy chainsbut still incomplete albumindepletion (MSanal-
ysis indicated the presence of HSA peptides in two spots; arrows in
Fig. 2C).
3.3. Evaluation of intra-sample and inter-sample variability
As commented above, reproducibility is essential in order to
detect differentially expressed proteins linked to the “molecular
signature” of a disease (or a response to a therapy). Therefore, trip-
licate samples from nine healthy individuals were depleted of Igs
and HSA and analyzed by 2-DE using a Protean II xi Cell (two sam-
ples per run). Identical amounts of proteins (1.0mg) were loaded
in 2-DE gels and proteins stained with Bio-SafeTM Coomassie G-
250.Weused the PDQuestTM software to remove background noise
andcreateﬁlteredandGaussian representationsof all experimental
gels. To compare spot quantities between gels, normalization was
done selecting the total quantity in valid spots option. We gener-
ated three matchsets, every one consisting of nine gels (three sera
from healthy donors analyzed in triplicate), before detecting and
editing all the spots; we carried out a manual matching. In order
to determine the intra-sample and inter-sample variability values,
we used the Scatter Plot tool. Thus, in spite of one of the major
criticisms is the reproducibility level in 2-DE [9], Table 4 shows a
high coefﬁcient of correlation between the different pairs of sample
replicates (0.90±0.03) or between samples from different donors
(0.88±0.01).
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Fig. 2. Combination of thiophilic gel chromatography and HSA-speciﬁc immunoafﬁnity efﬁciently depletes immunoglobulins and HSA from human serum samples with
good reproducibility. Igs-depleted serum (NRF) from T-gel chromatography was quantiﬁed and incubated with an anti-HSA afﬁnity resin. Igs/HSA-depleted samples were
recovered in a Vivaspin 6 spin column as four NRF. Then, the matrix was washed with elution buffer and four HSA-containing fractions (RF) collected. Protein content in NRF
and RF was measured once pooled and concentrated. (A and B) 2-DE experiments where Igs/HSA-depleted serum (NRF; A) or the albumin fraction (RF/albuminome; B) were
separated by 17 cm 3–10 NL IEF gradients and 12% SDS-PAGE (Protean II XL 2-D Cell, Bio-Rad). (C) An increase in the number (upper left table; determined using PDQuestTM
software) and intensity of protein spots (images), as compared with total serum, is observed in Igs- and, especially, Igs/HSA-depleted serum samples. Only two spots contain
albumin peptides after Igs/HSA-depletion (arrows in C). (A–C) proteins were detected with Bio-SafeTM Colloidal Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad). (D) Variation in normalized
spot intensity between different gels calculated with data from donors #7, #8 and #9 (third matchset, Table 4). Data were exported to Microsoft Ofﬁce Excel 2003 (Microsoft,
Redmond, WA) and average intensity (mean), SD (standard deviation) and CV (SD/mean×100) calculated for each spot. Figure shows frequency histograms for the resulting
distributions of intra-sample (donors #7, #8 or #9) and inter-sample (considering all the three donors) CVs, as well as the mean CV value± SD and the number of spots under
study (n).
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Table 4
Intra- and inter-sample coefﬁcients of correlation.
Group Samples (gels) Intra-sample coefﬁcients of correlation
1 Serum 1 (A–C) A–B: 0.89; B–C: 0.90; C–A: 0.87
Serum 2 (A–C) A–B: 0.93; B–C: 0.87; C–A: 0.92
Serum 3 (A–C) A–B: 0.90; B–C: 0.91; C–A: 0.90
2 Serum 4 (A–C) A–B: 0.93; B–C: 0.85; C–A: 0.93
Serum 5 (A–C) A–B: 0.94; B–C: 0.92; C–A: 0.90
Serum 6 (A–C) A–B: 0.88; B–C: 0.84; C–A: 0.88
3 Serum 7 (A–C) A–B: 0.95; B–C: 0.94; C–A: 0.93
Serum 8 (A–C) A–B: 0.90; B–C: 0.90; C–A: 0.91
Serum 9 (A–C) A–B: 0.90; B–C: 0.93; C–A: 0.91
Pairs of donors Inter-sample coefﬁcients of
correlation
Serum 1 vs Serum 2 0.89
Serum 2 vs Serum 3 0.91
Serum 1 vs Serum 3 0.85
Serum 4 vs Serum 5 0.84
Serum 5 vs Serum 6 0.88
Serum 4 vs Serum 6 0.88
Serum 7 vs Serum 8 0.91
Serum 8 vs Serum 9 0.90
Serum 7 vs Serum 9 0.88
However, even having those satisfactory coefﬁcients of corre-
lation, gel-to-gel variability could be unacceptable. Therefore, we
used data from the third matchset (data group number 3) to ana-
lyze the spot intensity variability in gels from the same or different
donors, although this time expressed as CV. As Fig. 2D shows,
data variability had reasonably low values for donors #7, #8 and
#9 (35.1±32.9%, 39.3±27.9% and 39.5%±29.6%, respectively), and
was very similar to intra-sample CVs obtained by others (20–30%)
[9]. Most of the spots in these three donors have intra-sample CVs
ranging from 0 to 50%, which means that <1.7-fold differences
in intensity in a particular spot could be due to, basically, tech-
nical aspects of our method, including image analysis [9,22]. On
the other hand, inter-sample variation (Fig. 2D) was slightly higher
(49.1±28.2%), since it depends on both the biological variation and
pre-, post- and analytical factors (39–47% according to Molloy et al.
[9]). Thus, when all the valid spots were considered (n=127), most
of them showed CV values between 0 and 100%, i.e., <2-fold differ-
ences in spot intensity for a speciﬁc protein measured in samples
from different donors could be expected.
3.4. Identiﬁcation of proteins by MS
As commented above, serum proteome analysis is hampered by
the presence of highly abundant proteins. Depletion of these highly
abundant proteins is essential to have access to under represented
species, but the depletion procedure itself may remove also low
abundance and important proteins. Hence, there is always a need
to analyze the protein composition of both the retained and the
ﬂow-through fractions. For this reason, Mass Spectrometry (Fig. 3
and Table 5) and PMF were used to identify the most remarkable
spots from 2-DE gels with highMOWSE scores, good sequence cov-
erage and low expectation values; we used comparison with spots
shown in the Swiss-2D database (http://www.expasy.ch/ch2d) in
same cases.
After HSA/Igs-depletion, proteins not initially detected inwhole
serum samples, like 1-microglobulin (spot #12), serum amyloid
P/SAP protein (spot #38), leucine-rich 2-glycoprotein (spot #34),
2-glycoprotein/apoH (spot #18) or complement factor B (spot
#25) (Fig. 3A), were now identiﬁed. As Fig. 3B shows, the anti-HSA
afﬁnity resin was very speciﬁc, since apart from albumin (spots
#2) and a shorter splicing variant called ALB protein (growth-
inhibiting protein 20; spots #3), only human alpha-fetoprotein
(spots #10; coded by a different gene within the albumin fam-
ily), A1AT (spot #5) and both apoA-I (spot #14) and apoA-IV (not
shown) were detected [23]. These results suggest the existence of
albumin–A1AT–apoliprotein–AI/AIV complexes in serum.
However, we were especially interested in all the proteins
retained by T-gel columns, whose selectivity for IgG, IgM and IgA
(∼90% of protein bound to the resin) is not absolute. Indeed, it has
been described a competition between the highly abundant serum
immunoglobulins and other less prevalent serum proteins for the
matrix [20]. This competitive phenomenon explains the existence
within T-gel RF of proteins like complement factors C3 and B,
2-macroglobulin, transferrin, ceruloplasmin, albumin, prealbu-
min/trasthyretin and A1AT [20]. We have also detected the same
“contaminants” in our analysis (Fig. 3C), but also others not previ-
ously described like ApoA-I (spot #14), zinc--2-glycoprotein/ZAG
(spot #50), retinol binding protein (spot #37), complement factors
C4b and Cr1 (spots #21 and #26, respectively), plasminogen (spot
#35), kininogen (spot #33) and the CD5 molecule-like Sp-alpha
(CD5L) (spot #22). Thus, even though immunoglobulins are the
main “target” of T-gels, proteins that interact with immunoglob-
ulins, such as complement factors (C3, B, C4b, Cr1), and other
abundant serum proteins, like albumin, transferrin, plasminogen
and 2-macroglobulin, are also removed from samples by T-gel
chromatography, which can be useful for a further enrichment
of serum samples in less abundant species. However, Fig. 3C also
shows other minor and unidentiﬁed spots in T-gel RF, underlining
the importance of thoroughly examining these interactomes. Thus,
the more proteins we identify within the immunoglobulinome (or
albuminome), themore potential the present protocolwill have for
serumproteomics, especially because relevant proteins (and there-
fore potential biomarkers) could be detected within those bound
fractions [23].
Removal of immunoglobulins andHSA from serum samples also
enhances the sensitivity to monitor the presence of mutations and
posttranslational variants inmany loci at once [24]. A typical exam-
ple is Hp, a tetrameric glycoprotein composed of two light () and
two heavy () chains connected by disulﬁde bonds. Hp polymor-
phism lies in -chains, whose gene presents three alleles: Hp1F
and Hp1S, which code for polypeptides of equal length differing
in two aminoacids, and Hp2, which generates a larger polypeptide
product. Thus, at least six Hp genotypes (Hp1F–1F, Hp1S–1S, Hp1F–1S,
Hp2–1F, Hp2–1S and Hp2–2) could arise [25]. Three spots were iden-
tiﬁed as Hp2 chains in our 2-DE maps (Hp2 in Fig. 5A, additional),
and other three as Hp1 chains (spots #27 in Fig. 3A; indicated as
Hp1 in Fig. 5A, additional), allowing the detection of all the above
described genotypes. However, new variants for Hp2 (Hp2F and
Hp2S) have also been found by others, so the number of genotypes
is actually higher; on this regard, we came across as well an alter-
native acidic allele for Hp2 with the same molecular weight and
present in all triplicates from donor 15 (Fig. 5A, additional).
Several polymorphic proteins can be easily detected after
Ig/HSA-depletion in other 2-DE map regions (Fig. 3A; Fig. 5B,
additional): 1-anti-trypsin (spot #5), 2-HS glycoprotein/AHSG
(spot #9), gc-globulin/vitamin D binding protein (spots #6 and
#49), anti-thrombin III (spot #13) and apolipoproteins. AHSG
genetic polymorphism has two common alleles detected in our
study, AHSG*1 (Thr230, Thr 238) and AHSG*2 (Met230, Ser238)
[24,26]. Donors S14 and S11 exhibit a heterozygote phenotype
AHSG*1/AHSG*2, while donor S10 is homozygote AHSG*1 (Fig. 3A;
Fig. 5B, additional). On the other hand, removal of IgA  chain
by thiophilic chromatography (spot #30 in Fig. 3C) facilitates the
detection of antithrombin III (ATIII; spot #13 in Fig. 3 and Fig. 5B,
additional), an inhibitor of blood coagulation with posttransla-
tional (ATIII- and ATIII-) [27] and genetic variants. As well, up
to four spots (#6 and #49) were identiﬁed as vitamin D binding
protein (gc-globulin) in the same region, although spot #6 also
presented peptides from A1AT (Table 5). There are three allelic
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Fig. 3. 2-DE pattern and protein spots identiﬁcation after removal of Igs andHSA. Upon T-gel andHSA-speciﬁc chromatography, either Ig/HSA depleted samples (A; 0.5mg) or
anti-HSA column RF (B, albuminome; 0.5mg) were subjected to IEF using 11 cm IPG-strips pH 4–7 NL for the ﬁrst dimension. Second dimension was carried out on a 12% SDS-
PAGE vertical gel using the Ettan DALT Six Electrophoresis System, where two IPG-strips were run at a time in every wide format 2-DE gel. Proteins spotswere visualized with
Blue silver staining. (C) 2-DE experiment showing the identiﬁcation of those serum proteins retained by the T-gel column (immunoglobulinome). The following experimental
conditions were used: 1mg of protein, 17 cm IPG-strips pH 4–10 NL, 12% SDS-PAGE, Protean II XL 2-D Cell, and Bio-SafeTM Coomassie staining. (A–C) Representative gels
are shown. Spots were excised and subjected to tryptic digestion for MS analysis, and proteins identiﬁed by peptide mass ﬁngerprinting using the Mascot software (Matrix
Science, London, UK) as described in Section 2. All the spot numbers in ﬁgure match the ones listed in Table 5. Abbreviations: , IgM heavy chains; , IgG heavy chains; –,
Ig light chains; –s, IgM heavy chains, fragments of the constant part [35].
variants for gc-globulin: Gc1s, Gc1f and Gc2. Their close pI values
does not allow to distinguish between Gc1s (pI=4.84–4.94) and
Gc1f (pI=4.85–4.95), but the presence of a basic shifted pattern in
the Gc2 allele (pI=5.1) make that Gc1/Gc1, Gc1/Gc2 and Gc2/Gc2
genotypes can be readily detected by 2-DE [28]. Finally, the most
important apolipoproteins detected in our gels were apoA-I (high
density lipoproteins/HDL, chylomicrons), apoA-IV (chylomicrons),
apoC-II (very low density lipoproteins/VLDL and HDL), apoE (VLDL,
chylomicron remnants and intermediate density lipoproteins/IDL),
apoJ (clusterin) and ApoH. Several apolipoproteins have two or
more isoforms; for example, apoE (E3, E4 andE2), apoA-IV (variants
0, 1, 2 and 3) or ApoH (2-glycoprotein I; Fig. 5C, additional). ApoH
polymorphism is only detectable at a protein level by isoelectric
focusing followed by immunoblotting [29] because of its concen-
tration in serum (∼0.2mgmL−1) and the presence of IgG heavy
chains partially masking the ApoH region (Fig. 1A). Immunoglobu-
lins and albumin removal facilitates apoHdetection by 2-DE,which
migrates as four–ﬁve major bands that shift from the most acidic
to themost basic regions depending of the allele detected (ApoH*1,
ApoH*2 or ApoH*3, respectively). Due to the high allelic frequency
of ApoH*2 allele (∼0.9) [29], almost all individuals in our study
were ApoH*2-2, but both ApoH*2-3 and ApoH*3-3 patterns were
also observed (Fig. 3A, ApoH*3-3 phenotype; Fig. 5C, additional,
different phenotypes).
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Fig. 4. Comparative study in levelsof serumproteins frompatientswith rheumatoidarthritis. Triplicate samples fromeither Ig/HSA-depletedRAsera (n=3)or Ig/HSA-depleted
healthy donors sera (n=3) were analyzed by 2-DE. First dimension was carried out using 11 cm IPG-strips pH 4–7, and second dimension was run in an Ettan DALT Six Elec-
trophoresis System. To enhance comparability, two samples (one from a RA patient and one from a healthy donor) were paired in each wide format (26 cm×20 cm×0.15 cm)
2-DE gel (i.e., 12 samples per run; 9 gels in total), and Blue silver staining was used instead of Bio-SafeTM Coomassie (Bio-Rad) to enhance protein detection sensitivity.
Bioinformatic analysis was done with PDQuestTM software (BioRad), and one MachSet with two classes (healthy vs. patients) created. (A) Scatter plot, log scale; the intensity
of each spot in healthy donors (X-axis) has been plotted against the intensity in RA patients. (B) Master gel showing all the spots found in the MatchSet. Circles indicate those
proteins with at least ±2-fold quantitative and signiﬁcant (Mann–Whitney, 95%) differences. Protein numbers correspond with those in ﬁgure and Table 5.
3.5. Comparison of the serum levels of proteins in early diagnosed
RA patients and healthy donors
Finally, we compared baseline levels of serum proteins in three
recently diagnosed and untreated RA patients with levels in three
age-matched normal donors using Ig/HSA-depleted samples and
2-DE. Table 7 (supplementarydata) summarizes the clinical param-
eters of all RA patients involved in this study. To reduce the degree
of technical variation, we used the Ettan DALT Six Electrophoresis
System combined with Blue silver staining to visualize the protein
patterns [21]. Besides, since very few proteins migrate below pH 4
or above pH 7, proteins were separated in IPG-strips ranging from
pH4 to7. In addition,weused11 cm IPG-strips in order toplace two
(normal serum sample vs. RA serum sample) in every wide format
2-DE gel (i.e., 12 samples per run). Samples from each donor were
run in triplicate, and intra- and inter-sample variability determined
again. Fig. 4A (scatter plot; healthy donors vs. RA donors) nicely
illustrates how, apart from the signiﬁcant saving in the amount
of work and time, this approach showed slightly improved intra-
sample and inter-sample coefﬁcients of correlation as compared
with data previously obtained using the Protean II xi Cell (Table 4).
To test the null hypothesis of unchanged protein concentra-
tion (mean± SD) between RA and healthy donors, we submitted
results to Mann–Whitney signed rank test (95% conﬁdence level)
using the statistical analysis set option within the PDQuestTM
program. Results, summarized in Table 5 and Fig. 4B (see also
Fig. 6 and Table 8, both in supplementary data), show twenty
spots signiﬁcantly (p≤0.05) downregulated, which correspond to
proteins like albumin, A1AT, 2-HS-glycoprotein, antithrombin III,
hemopexin, retinol binding protein, TN, transthyretin and sev-
eral unknown proteins. On the contrary, seven spots, belonging
to proteins like Hp  chain or leucine rich 2 glycoprotein, were
signiﬁcantly (p≤0.05) upregulated in RA patients.
4. Discussion
The high dynamic range of serum proteome makes difﬁcult the
efﬁcient identiﬁcation and quantiﬁcation of all its constituents. For
this reason, one topic of modern proteomics is the depletion of
abundant proteins frombiological ﬂuids [3–8]. This paper describes
a protocol capable of depleting Ig and HSA from large serum vol-
umes with low sample manipulation. During the ﬁrst part of the
work, we have obtained data pointing out that the present pro-
tocol is reproducible. Precision improved slightly after running
up to twelve samples at a time, which was facilitated by this
fractioning method that works with 1mL serum sample volumes.
Reproducibility of thiophilic chromatography, in combinationwith
HSA immunoafﬁnity, allowed us to detect the well-documented
acute phase response in RA serum samples from early-diagnosed
patients,which gives validity to the depletionmethod. Thus,2HS-
glycoprotein, TN, A1AT, transthyretin, retinol binding protein and
albumin have been reported as negative acute phase response pro-
teins in RA [14,15,17,30,31], while Hp has been presented as a
positive acute phase protein in patients suffering from RA [14].
Besides, the above described proteins are included in a more com-
plex pattern where proteins like apoA1, Gc-globulin/vitamin D
bindingprotein,2-macroglobulin,1B-glycoprotein, apoA4, apoE
or C1s are downmodulated, and ﬁbrinogen, 1-antichymotrypsin,
ceruloplasmin, serum amyloid A or C3 proactivator are upregu-
lated. This acute phase response is dependent on the increased
production by APCs of proinﬂammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF
or IL-12) [13]. It helps the body to opsonize and phagocyte cer-
tain macromolecules coming from the damaged tissue (e.g., CRP
or complement factors), inhibit proteolitic enzymes (e.g., A1AT
and 1-antichymotrypsin), capture free haemoglobin molecules
(e.g., Hp or hemopexin), regulate ﬁbrinolysis (e.g., TN) or provide
all the aminoacids necessary for protein synthesis (e.g., albumin
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and transthyretin), amongst others still unknown (e.g., 2HS-
glycoprotein).
According to our own inter-sample variation results (subsec-
tion 3.3.; CV=49.1±28.2%), and data reported by Molloy et al. [9],
a sample size of 3–4 could be sufﬁcient to detect a 2-fold change
with a 0.05 p-value and 80% statistical power. Therefore, there is in
our study a reasonable statistical conﬁdence level to show quan-
titative differences in RA patients for proteins like LRG or retinol
binding protein, with ratios of 2.66–3.94 and 0.38-fold, respec-
tively (Table 8, supplementary data). However, we would like to
underline that our major aim was not the identiﬁcation of differen-
tially expressed proteins in RA patients at this stage, but to prove
that the protocol is suited for very simple and robust quantitative
proteomic studies, especially when infrastructure (e.g., HPLC) or
budget are limiting factors. Therefore, we should take data con-
cerning the differential abundance of LRG, ATIII or retinol binding
protein as preliminary. In addition, quantitative, but not signiﬁ-
cant differences for proteins like transferrin, ApoA1, SAP or 1
microglobulin (data not shown), alsowait for conﬁrmation. Amuch
broader study, still in progress, does yield statistically signiﬁcant
differences in most of those proteins (e.g., LRG, ATIII or ApoA1).
Leucine rich 2 glycoprotein (LRG) is an acute phase serum gly-
coprotein produced by liver cells and neutrophils. Bacterial (toxic
shock syndrome) and viral (HIV) infections as well as some kind of
cancers generate increased LRG levels, while patients with inﬂam-
matory arthritis have normal LRG concentrations [32]. Our data,
instead, show that LRG is signiﬁcantly upregulated in RA patients,
but its biological function is still unknown.
Finally, antithrombin III (ATIII) is a single chain glycoprotein
synthesized by liver, and the main inhibitor of thrombin and blood
coagulation factors, like Xa, IXa, XIa or XIIa. ATIII deﬁciency results
in an increased risk of venous thromboembolism, which ﬁts with
the higher rates of coagulation activity and venous and/or arte-
rial thrombosis in RA patients. Therefore, reduced levels of both
ATIII (our data) and TN (our data and [17]), involved in plasmino-
gen activation and clot destruction, may give rise to the described
imbalance between procoagulatory and anticoagulatory activities.
Contrary to our data, Seriolo et al. found ATIII in the normal range
[33], while Jones et al. [34] detected increased levels in RA patients.
5. Conclusions
Thiswork shows that T gel chromatography can be used in com-
bination with anti-HSA spin columns to enhance the detection of
less abundant serum proteins in order to search the serum pro-
teome for the “molecular signature” of certain pathologies. The
main beneﬁts of this new protocol are its high loading capac-
ity (1mL serum sample), simplicity, minimal sample preparation,
good technical reproducibility, low cost and rapid analysis time.
Therefore, this efﬁcient prefractioning strategy is suited for a
ﬁrst screening of quantitative and/or qualitative differences in
serum/plasma samples of almost any clinical lab. Further stud-
ies headed for describing all the proteins retained by the T-gel
columns, reducing sample complexity through the depletion of
other abundant species, and enhancing protein detection sensitiv-
ity, will surely improve the present protocol.
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Abstract 
 
Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease of unknown etiology 
that originates a great functional damage, reduction of the quality/ life expectancy and 
great economical impact. RA is the most frequent chronic inflammatory disorder, 
affecting millions of people worldwide. This heterogeneous disease is characterized by a 
fluctuating clinical course, and patients may even experience long periods without 
symptoms. Although the RA treatment has radically changed with the advent of the 
biological therapies that include conventional as well as biologic agents, a number of 
important questions, like optimal dosing, elusive goal of personalized therapy and an 
evaluation of the real impact of biologic therapy on patient’s life, are not completely 
understood yet. Today, the most challenging issue in RA is the identification of 
biomarkers for early disease diagnosis, prognosis of disease outcome and prediction of 
therapeutic responses. 
 
 
1. Introduction 
 
1.1. Rheumatic Diseases 
 
Rheumatic diseases are a broad group of diseases affecting the musculoskeletal system in 
general. They can occur with inflammation of one or more joints. There are more than 100 
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different types of arthritis that may be caused by autoimmune diseases, bone injury, infection 
or general degeneration on joints. 
Osteoarthritis (OA) (ICD-M-15 M-19, OMIM 165720), the most common variety, is a 
degenerative joint disease, also called arthrosis or degenerative arthritis. The disease process 
affects the cartilage, but also it may include the synovium, ligaments, periarticular muscles 
and subchondral bone, leading to sclerosis [Meulenbelt et al., 2006]. OA is more common in 
the elderly, although it might occur also in young people as a result of joint injuries. The main 
symptom of OA is joint pain, which increases with movement and improves with rest. 
Although stiffness is common, it is restricted specifically to the affected joint; it normally 
precedes a period of inactivity, and usually lasts less than half an hour and disappears quickly 
with exercise. Virtually all joints can be affected by this alteration, and occurs more 
frequently in the hip, knee and lumbar and cervical spine. It is not usual that this disease 
shows any symmetry on the affected joints [Stefansson et al., 2003]. 
 
 
1.2. A Rheumatoid Arthritis (RA) Overview 
 
RA, the second most common type of arthritis, has been classified by The International 
Statistical Classification of Disease and Related Health Problems (ICD), provided by the 
World Health Organization (WHO), as an Inflammatory polyarthropathy (http://apps.who.int 
/classifications/apps/icd/icd10online/; OMIM 180300; http://www.ncbi. nlm.nih.gov/omim 
/180300). RA is a systemic chronic inflammatory autoinmmune disease that characteristically 
involves several joints (polyarthritis) symmetrically. Initially it affects some small limb joints, 
especially fingers, and larger joins such as shoulder, elbow, knee and ankle. They can also 
cause many non-specific general symptoms outside the joints, including haematologic, 
cardiovascular and respiratory symptoms [Turesson et al., 2003]. In advanced stages of the 
disease, and without proper treatment, RA can cause significant physical limitation, and 
therefore a large impairment in the quality of life.  
RA has a worldwide distribution, with a prevalence of 1% (between 0.3 and 1.2%). 
Women are three to five times more likely to suffer from the disease than men are. The 
disease occurs most often after age 40, with a peak for women between 45 and 54, while in 
men the incidence increases steadily with age [Kwoh et al., 2002]. RA may also appear at an 
early age, and is called Systemic Juvenile Rheumatoid Arthritis (JIA) (ICD-10: M-08.0, and 
OMIM 604302). In children, the course of the disease may be different, and shows up as 
rashes, fever, pain, and hampering of the development of daily activities [Ringold et al., 
2009]. 
RA is a disease that causes damage mainly to synovial joints but, unlike OA, it can 
spread to tissues and organs. In RA, the most commonly injured joints are the limbs, 
especially fingers and toes, ankles, knees, shoulders and elbows; and it occurs symmetrically 
on both sides. This arthritis usually develops in the form of symptomatic outbreaks, in which 
the joints become swollen and painful and have difficulty moving. It also presents some 
generalized rigidity, which is more intense when getting up and lasts for more than half an 
hour. The pain is usually most severe at night and at rest, and it might last all day. Frequently, 
there are some general symptoms, such as mild fever, malaise, fatigue, poor appetite and 
weight loss. 
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The different forms of arthritis are often divided into "inflammatory" and "non-
inflammatory". RA is a disease considered "inflammatory", and occurs as a result of the 
influx of activated leukocytes, which mediates the joint destruction. As RA is an autoimmune 
disease, inflammation is the result of the immune response made against the joint cartilage 
and, in some cases, other organs like the heart, eyes, lungs and skin. In contrast, OA is 
considered "non-inflammatory": the damage occurs as a result of “wear-and-tear”, trauma or 
disease, and there is no significant invasion of leukocytes. The fact that this arthritis is 
regarded as non-inflammatory does not mean that there is not an inflammatory mechanism 
involved; it just means that inflammation is not the cause of the problem. In the synovial 
membrane of OA changes occur that involve inflammation, such as synovial hypertrophy and 
hyperplasia, with an increase in the number of lining cells as well as tissue infiltration. Also 
in patients with severe OA, the extent of the inflammation can sometimes get to the same 
levels as the observed in the clinical phase of RA [Pelletier et al., 2001]. The presence of an 
inflamed synovium is reflected in many of the signs and symptoms of OA, including joint 
swelling, stroke, stiffness and, sometimes, redness [Attur et al. 2002]. Although synovial 
inflammation in OA is not as extensive as the one seen in classic forms of RA, there is 
evidence that synovitis plays a role at least in a subgroup of patients with OA [Ayral et al., 
2005; Loeser 2006]. In addition, it has recently been addressed the importance of bones in the 
development of OA [Felson et al., 2004]. Therefore, OA and RA have similarities in some of 
its manifestations, and that is why differential diagnosis between these two pathologies is 
essential; they are different in both the origin and evolution, and they have to be appropriately 
treated. 
As will be commented later on this chapter, RA diagnosis has relied heavily on medical 
history and physical examination supported by laboratory tests. In 1987, the American 
College of Rheumatology (ACR) established the criteria for the diagnosis of RA: it will be 
considered a positive diagnosis of the disease when four out of the seven symptoms described 
are fulfilled, and when they last for at least 6 weeks [Arnett et al., 1988]. RA patients in the 
laboratory show: normocytic anemia, high erythrocyte sedimentation rate, acute phase 
reactants and various more or less specific autoantibodies. The identification and assessment 
of these autoantibodies is one of the aspects taken into account when establishing the 
diagnosis, monitoring the progress and even predict the RA prognosis. These criteria have 
been used for over 20 years, but they have the limitation that two of these criteria (nodules 
and radiographic changes) are changes that must be prevented with an early diagnosis and 
treatment [Aletaha et al., 2005]. To avoid these problems, a cooperative working group of the 
American College of Rheumatology (ACR) and the European League Against Rheumatism 
(EULAR) established a new approach to diagnosis (see section 3.2.). 
RA has a highly variable onset form, although there are some patterns more or less 
characteristic. In most cases, the first symptoms are a manifestation of joint inflammation, 
including morning stiffness, pain and swelling. They may be preceded by non-specific 
general symptoms, such as malaise, fatigue, slight fever and loss of appetite. In general, 
symptoms that indicate the joint inflammation usually intensify gradually over weeks or 
months, but they may also appear, particularly during illness onset, in a sudden and intense 
way. Quite often during the initial stages, the disease affects symmetrically the small joints of 
hands and feet. It is not very frequent that the disorder begins with an extra-articular 
manifestation, such as rheumatoid nodules. However, extra-articular disease is also an 
important component of RA when the disease is well established. It includes infections, 
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subcutaneous nodules, osteoporosis and consequent susceptibility to fractures, secondary 
Sjögren´s syndrome, pulmonary diseases (pulmonary nodules, pleural effusion, fibrosing 
alveolitis), atherosclerosis, vasculitis (nail fold, systemic), cardiac diseases (pericarditis, 
pericardial effusion, valvular heart disease, conduction defects), ocular diseases (scleritis, 
keratoconjunctivitis sicca, episcleritis), neurological diseases (nerve entrapment, cervical 
myelopathy, peripheral neuropathy, mononeuritis multiplex), cutaneous diseases (palmar 
erythema, pyoderma gangrenosum, vasculitis rashes, leg ulceration), and amyloidosis [Scott 
DL et al., 2010]. These extra-articular features affect a maximum of 30% of patients, and they 
get worse during active disease. Each of them contributes to the long list of RA symptoms 
that people can experiment [Lee et al. 2001] 
Apart from the extra-articular disease, it has been described the presence in these patients 
of other pathological entities in addition to RA. The interest in the study of comorbidities in 
RA has grown mainly because they worsen prognosis for patients. Some RA-related 
comorbidities are: cardiovascular (myocardial infarction, heart failure, stroke, peripheral 
vascular disease, hypertension), cancer (lymphoma and lymphoproliferative diseases, lung 
cancer, skin cancer), infection (general, bacterial), other (depression, gastrointestinal disease, 
osteoporosis, psoriasis, renal disease). Some are associated with RA (e.g., cardiovascular), 
and some others with treatment. For example, steroids cause osteoporosis and cataract, 
NSAIDs induce gastrointestinal disease, and biological agents and steroids raise the number 
of infections and melanoma. Finally some comorbid disorders are linked to both disease and 
treatment (e.g., infection) [Scott et al., 2010]. 
The disease usually follows a chronic course and, in most cases, is progressive and 
unpredictable. Without treatment, after 10 years of onset around 50% of patients have a 
marked deterioration of physical capacity and life quality. In the later stages of the disease 
about 10% of patients have difficulty carrying out daily activities. 
In terms of prognosis, there are a number of factors involving a more serious disease, 
including the presence of rheumatoid factor, anti-CCP antibodies, subcutaneous nodules, 
persistent polyarthritis, erosive arthritis, extra-articular manifestations and genetic markers 
such as the “shared epitope”. Also, people with RA at a younger age tend to deteriorate faster. 
The treatment in the early stages is getting a significant improvement in both evolution and 
prognosis of RA. In contrast, if left untreated, RA can lead to a reduction of 3 to 7 years in 
life expectancy [Yazici et al., 2009; Deighton et al., 2009]. 
The early stages of RA are characterized by synovial inflammation, which develops 
synovial stromal edema, villous hypertrophy and proliferation of synovial cells (that are 
arranged in 6 to 9 layers in contrast with the normal one/two cells thickness of the synovium). 
There is also a large infiltration of immune cells, such as monocytes, macrophages and T and 
B lymphocytes within the synovial membrane; they even can be found as lymphoid follicles. 
In the synovial surface, and to a lesser extent in the stroma, a fibrinous exudate is formed: the 
fibrin becomes a granular material, and the synovial fluid contains immune complexes. 
Besides, endothelial swelling is formed with small-vessel damage: they show wall thickening, 
infiltration of leukocytes, thrombosis, perivascular haemorrhage, and microfocuses of 
necrosis [Turesson et al., 2003] 
If swelling persists, a second phase starts with the generation of a granulation tissue 
called pannus, which extends over the joint surface and is accompanied by the vascularization 
of cartilage. Damage in the cartilage and capsule, tendons, ligaments and bone is caused by 
the growth of the pannus and the proliferation of synovial cells; direct destruction of articular 
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cartilage is dependent on the release of lysosome enzymes by synoviocytes, 
polymorphonuclear cells and macrophages. The pannus becomes a fibrous tissue, resulting in 
the deformation of the swollen joint; it is characteristic, at this stage, the joint deformation, 
forming the so-called crooked fingers. Finally, immobilization or joint ankylosis are due to 
the disappearance of joint cartilage and the fibrosis of the articular space [Firestein, 2003]. 
There are a number of extra-articular manifestations of RA, which vary in frequency. 
They include: vasculitis of small vessels, fibrosing alveolitis, Felty Syndrome, pericarditis, 
endocarditis, renal compromise and secondary amyloidosis. Association with Sjögren 
syndrome has also been described. In 20 to 25% of cases with RA, rheumatoid nodules occur 
in the subcutaneous tissue, periarticular tissue and sometimes in viscera [Voskuyl, 2006]. 
 
 
1.2. RA: Morphology and Immunopathology 
 
In recent years a major breakthrough has been made by scientists in the molecular 
mechanisms involved in the pathogenesis of RA. This inflammatory process is an 
autoimmune disorder in which two events overlap: the first produces the joint inflammation, 
and it is mediated by T cells; the second causes its destruction. The damage is produced by 
the formation of new blood vessels, and the activation of synovial fibroblastic cells and 
macrophages that produce a granulation tissue that affects the cartilage and bone. 
Immune processes that explain the symptoms of RA are complex and involve the 
presence of autoantibodies, immunocomplex formation and the participation of CD4+ 
autoreactive T cells, specific for a still unknown synovial antigen. These phenomena cause 
the synthesis and release of multiple cytokines, and the activation of various immune 
mechanisms of chronic inflammation that cause joint damage [Firesteisn, 2006]. 
The gradual progression of the development of rheumatoid arthritis can be divided into 
three different but interrelated stages [Firesteisn, 2006]. In the first stage, the disease starts in 
peripheral lymphoid organs, when dendritic cells present self-antigens in the context of MHC 
class II molecules to T cells displaying autoreactive T cell receptors (TCR). The role that T 
cells have in the pathogenesis of RA is manifested by the relationship of this pathology with 
specific alleles of MHC molecules (HLA) class II, and accounts for 30% to 50% of the 
overall genetic susceptibility of RA [Lee, 2008]. The strongest association is with HLA-
DRB1 alleles, particularly between amino acids that encode the conserved sequence 
(QKRAA, QRRAA or RRRAA), called the “shared epitope” (SE). This epitope is located in 
the third hypervariable region (HVR3) beta chain of the histocompatibility molecules class II, 
in an area that produces direct contact with the antigenic peptide presented and the T cell 
receptor. There is evidence that suggest that other HLA genes may also contribute to the 
genetic risk of developing RA. Outside the HLA region, the strongest association has been 
identified with a polymorphism in the gene PTPN22, which encodes the tyrosine phosphatase 
Lyp [Gregersen, 2005]. Other genomic studies have identified three additional risk loci for 
RA [Bowes et al., 2008], as will be summarized later on. 
All RA susceptibility genes have a potential effect on the biology of T lymphocytes: 
choice of T cells repertoire, peptide antigen presentation for T cell maturation, thresholds for 
activation, or T cell differentiation into effector Th1 and Th17 cells. Until recently, it was 
believed that Th1 cells were primarily responsible for tissue damage in autoimmune diseases. 
However, clonal expansion of lymphocytes in the synovium has provided controversial data, 
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because IFN-γ and other Th1 cytokines have been detected in the RA synovial tissue at a 
much lower level than other proinflammatory cytokines such as TNF-α, IL-6 and IL-1 
[Firestein, 2003]. This may indicate that few T cells are needed to initiate and sustain the 
process, or that other cytokines, the interactions between cells or all these processes together 
are sufficient to amplify the mechanism of inflammation. Nowadays, the leading role in RA 
pathogenesis seems to have passed to Th17 cells, which migrate more quickly to injured areas 
and organize the inflammatory response by recruiting other cells such as Th1 lymphocytes. 
The later group, in its turn, will assist Th17 cells in inflammation and tissue destruction 
[Steinman, 2007]. 
The identification of the Th17 pathway has renewed the interest in the pro-inflammatory 
role of T cells in RA. Th17 is an effector T cell lineage whose differentiation is initiated by 
IL-6 and transforming growth factor beta (TGF-β), while IL-23 promotes expansion and 
survival. Th17 cells produce IL-17, a proinflammatory cytokine with a very high 
concentration within the areas affected by RA [Steinman, 2007; Annunziato et al., 2007]. 
This cytokine induces a wide range of effectors molecules, such as IL-1β, IL-6, TNF-α, 
multiple chemokines, cyclooxygenase-2, prostaglandin E2 and matrix metalloproteinases; all 
of them have been implicated in joint damage. IL-17 acts on multiple cell types located in the 
inflamed joints of RA, as monocytes, macrophages, fibroblasts, osteoclasts, and chondrocytes 
[Sato, 2006]; it has a direct action on the development of clinical symptoms, produces the 
destruction of cartilage and bone and it also enhances the activity of IL-1 and TNF-α. IL-17 
promotes the development of osteoclasts, which are the destructive element in bone erosions 
in RA [Imboden, 2009]. In addition to Th17 cells, it has been reported that γδ T lymphocytes 
are important secretors of IL-17 [Shichita et al., 2009].  
Another hypothesis to explain the pathology of RA could be that alterations in the 
number or function of regulatory T (Treg) cells (CD4
+
CD25
+
) [Liepe J, et al., 2005]. There 
are conflicting data regarding the possibility of altered peripheral blood Treg cells in patients 
with RA. These discrepancies may be due to the difficult phenotypic identification of these 
cells, as there are other cell types that also express CD25. On the contrary, it appears that 
Treg cells are enriched in the synovial fluid of RA patients in relation to the peripheral blood. 
It has also been demonstrated their role in the suppression of autoimmunity in rodent models 
[Esensten et al., 2009; Van Amelsfort et al., 2004]. 
In the second phase of the RA, activated T cells respond to the presentation of 
autoantigen by secreting various cytokines: IL-4, IL-10 and IL-13. Simultaneously, they 
activate autoreactive B cells with the participation of cytokines and costimulatory molecules 
(CD40/CD40L). This activation causes the production of autoantibodies, the most 
characteristic of which is the rheumatoid factor (RF). The RF corresponds to a set of 
antibodies synthesized in part on the synovium, even though these autoreactive 
immunoglobulins also appear in the serum. They are usually class M immunoglobulings 
(IgM) directed against the Fc fragment of immunoglobulin G (IgG). These antibodies bind to 
normal circulating IgG to form IgM / IgG complexes that are deposited in the joints. Such 
immune complexes can activate the complement cascade, resulting in chronic inflammation 
[Wu et al., 2007]. After the migration of immune cells to the joint, antigen presentation may 
also occur in the synovial membrane. Besides, the direct contact of T cells can also activate 
other cells in an antigen-independent manner.  
The binding of immune complexes by their constant fraction to the Fc receptors on 
macrophages, neutrophils and mast cells determines their activation in the synovium, and it 
Rheumatoid Arthritis 7 
marks the beginning of the third stage of the disease that occurs in bone and cartilage. 
Neutrophils from the synovial fluid are in activated state and releases oxygen-derived free 
radicals that depolymerises hyaluronic acid and inactivates endogenous protease inhibitors, 
thereby promoting the damage of the joint [Foo et al., 2005]. Macrophages are the main 
producer of cytokines in chronic inflammation. When activated, they damage the tissue by 
producing reactive oxygen species (ROS), Nitric Oxide (NO) and arachidonic acid. They also 
induce the synthesis of matrix-metalloproteases (MMPs), and promote the activation of 
coagulation factors. In addition, they also generate fibrosis due to the secretion of growth 
factors, like platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor beta (TGF-β), 
or fibroblast growth factor (FGF). The last one causes the proliferation of fibroblasts, which 
are involved in the generation of new blood vessels via the production of angiogenesis 
stimulators (e.g. the vascular endothelial growth factor vascular, VEGF). Finally, they are 
also responsible for stimulating collagen deposition, via cytokines like IL-13 and TGF-β.  
IL-13 and TGF-β play a very important role in the amplification of the process. IL-13 is 
produced by T lymphocytes and enhances fibroblasts migration and myofibroblasts 
proliferation. TGF-β is secreted also by the damaged endothelium and it further activates 
macrophages. Besides, all these growth factors and the cellular activation by 
immunocomplexes trigger the release of IL-1, which in turn activates lymphocytes and 
endothelium and promotes the tissue destruction by increasing the expression of MMPs. The 
main pathogenic role of these MMPs in experimental models of RA is to difficult tissue 
repairing by the inhibition of collagen and proteoglycans synthesis [Buckley et al., 2001].  
IL-1 and TNF-α act synergistically to regulate the production of inflammatory mediators 
such as IL-6, IL-12 and PGE2 in the rheumatoid joint; they are also responsible for the 
expression of adhesion molecules on the endothelium, allowing the migration of 
inflammatory cells into the joint space. These two cytokines also activate osteoclasts in the 
bone marrow, and stimulate the production of collagenase by chondrocytes [Dayer, 2003]. It 
must be highlighted here the role that IL-1 and TNF-α also play in the acute phase response, 
because these cytokines induce the production of IL-6; the later suppresses the synthesis of 
albumin by the liver, and it is the main mediator and regulator of the hepatic synthesis of 
acute phase proteins (APPs). The acute phase response is indicated by the rapid rise of 
molecules such as C-reactive protein (CRP) and serum amyloid A (SAA) in blood. It can be 
used as a good surrogate marker of disease activity, and contributes significantly to the 
elevation of the erythrocyte sedimentation rate (ESR). 
In RA, tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is a major regulator of the disease 
progression. TNF-α is a pro-inflammatory cytokine with a broad spectrum of biological 
activities: vasodilatation, increased vascular permeability and platelet activation, promotion 
of apoptosis, inhibition of viral replication, etc. It also stimulates the release of molecules 
involved in tissue degradation; for example, TNF-α enhances the production of collagenase 
while decreases the synthesis of its natural inhibitor. It is also involved in the inhibition of the 
synthesis of proteoglycan, thus reducing the osteoblast activity [Feldmann et al., 2001]. 
The biological activity of TNF-α is triggered after interaction with specific 
transmembrane receptors (TNF-R), establishing a cross-linked bond with them to initiate the 
cascade leading to the synthesis of various cytokines. Two receptors, called p55 and p75 
according to their molecular weight, have being identified. They are expressed in all cell lines 
and synovial membrane fibroblasts. The TNF-R is the natural regulator of TNF-α activity, 
and it can be released (to act as an antagonist) from the synovial membrane. This event is 
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regulated, in turn, by IL-1 and IL-4. In patients with RA, TNF-R is produced in the joints and 
it presents high concentrations in the synovial fluid and serum, depending on the stage of 
disease activity [Bayley et al., 2003]. In addition, TNF-α is a negative regulator of Treg 
function in RA, by increasing the localization of PKC at the immune synapse; furthermore, 
blocking of PKCθ enhances Treg function and prevents inhibition by TNF-α. The PKC 
pathway could, therefore, provide an important target in diseases characterized by immune 
dysregulation [Zanin-Zhorov et al., 2010]. 
Platelets have a prominent role in RA because their critical role as regulators of the 
process of angiogenesis and neovascularization in chronic inflammation. Once the injury 
occurs, platelets start to produce chemokines, of which CXCL-4 (PF-4), CXCL-5 (ENA-78) 
and CXCL-7 (NAP-2) have the function to recruit neutrophils into the inflammatory focus, 
whereas CXCL-1 (GRO-α) and CXCL-8 (IL-8) promote angiogenesis, granulation and tissue 
formation; then, the damaged epithelium maintains the production of CXCL-8 to promote the 
repairing. Moreover, the chemokines CXCL-9 (Mig), CXCL-10 (IP-10) and CXCL-11 (I-
TAC) inhibit inflammation and immobilize the fibroblasts, which is a way of regulating all 
the process [Romagnani et al., 2004].  
Activated platelets also generate microparticles in joint fluid from patients with RA; the 
collagen receptor glycoprotein VI was identified as the key trigger for their generation. 
Platelet microparticles have a proinflammatory effect, eliciting cytokine responses from 
synovial fibroblasts via interleukin-1, which in turn stimulates fibroblast to release more 
proinflammatory cytokines [Boilard et al., 2010]. 
Faced with prolonged endothelial damage some cytokines are produced, particularly 
those of Th2 type (IL-4, IL-5, IL-13), which activate the fibroblast and promote angiogenesis. 
Among the cells that promote the proliferation of fibroblasts are mast cells, through the 
production of histamine, serotonin and heparin. Eosinophils, macrophages, epithelial cells and 
fibroblasts produce a series of pro-inflammatory substances, and they also generate 
extracellular matrix components that lead to repair, such as collagen, elastin, fibronectin and 
proteoglycans. This type of cell and tissue infiltration is responsible for the atrophy shown in 
some RA cases [Abraham et al., 2005]. 
All the tissue destruction that occurs in RA leads to the appearance of neoantigens, such 
as the type II collagen, a major constituent of cartilage, which contributes to the chronicity of 
inflammation. The massive lymphocyte infiltration of the synovium could correspond to cell 
recruitment stimulated by the appearance of those new antigens, which may explain the 
difficulties in finding oligoclonal expansion of T cells (there would be many antigens 
stimulating their proliferation [Nissim et al., 2005]. Fibroblastic synoviocytes may aggravate 
the progress of the inflammation by producing more cytokines and other inflammatory 
mediators [Lee et al. 2007]. There is also evidence that they are able to organize themselves 
within the synovial tissue by cell-cell interactions and cadherin-11. Moreover, it has been 
shown that the degeneration of cartilage and bone is regulated by different physiological 
pathways. Thus, the abundance of osteoclasts, which is characteristic of rheumatoid 
inflammation, directly damages the bone, although it does not seem to affect the cartilage. 
Several studies have suggested that fibroblast synoviocytes are involved in the cartilage 
damage. The synovium, therefore, works by regulating the entry and the behaviour of 
inflammatory cells, but it also has the capacity to damage specific parts of its environment 
[Lee et al., 2007].  
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A recent work underlines the capacity of these cells to migrate from one joint to another, 
which may explain the clinic evolution of RA [Isaacs, 2010] Finally, phosphoinositide 3-
kinase (PI3K), especially PI3K-γ and PI3K-δ, have an important and specific role at all stages 
of disease progression: the regulation of the antigen signal in B and T cells, and in the 
signaling via FcRs, cytokine and chemokines receptors in mast cells, macrophages, 
neutrophils and synoviocytes [Rommel et al., 2007]  
 
 
2. Rheumatoid Arthritis Treatment 
 
2.1. Families of Drugs 
 
Due to the complicated and diverse ethiology of this pathology there is not specific and 
definitive treatment for RA. There are guidelines for management of this disease, as well as 
recommendations from ACR or EULAR [Combe et al., 2007; Saag et al., 2008] that describe 
several principles that must be followed in RA treatment: RA patients must be detected and 
referred as early as possible, there must be a tight control of disease activity, and treatment 
must be adapted to the patient considering both risk and benefits [Kiely et al., 2009]. 
However, despite of all these principles and the existence of notorious advances in diagnosis 
and pharmacological treatment of RA, none approach is able to cure this chronic disease so 
far. 
Failure to apply proper treatment produces a severe deformity in a few years. Instead, 
early diagnosis and aggressive treatment to prevent joint damage and co-morbidities is the 
current hallmark in RA management, and can lead to a good quality of life. Four families of 
drugs are commonly used to treat RA patients: a) analgesics; b) non-steroideal anti-
inflammatory/NSAIDs drugs; c) corticosteroids; d) and disease-modifying anti-rheumatic 
drugs/DMARDs. Table 1 summarizes these different drugs classes. The goal of the existing 
therapeutic programs is mainly to reduce the intensity of signs and symptoms and to return to 
the full functionality of joints. That aim can be achieved with DMARD monotherapy, 
combinations of DMARDs (with or without glucocorticoids), and DMARD–biological 
combinations. 
 
2.1.1. Analgesics and NSAIDs 
Analgesics like acetaminophen (paracetamol), NSAIDs (e.g., non-selective COX 
inhibitors, like aspirin, diclofenac, ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, naproxen, piroxican, 
and selective COX-2-inhibitors, like celecoxib and valdecoxib), opiates and 
morphinomimetics (e.g., oxicodone, codeine, fentanyl and morphine), psychotropic agents, 
and atypical analgesics help to control different intensities of pain in RA. Acetaminophen and 
NSAIDs block prostaglandin synthesis (COX inhibitors), and some of them (selective 
NSAIDs) reduce pain by inhibiting COX-2, the expression of which is induced by pro-
inflammatory cytokines (e.g. TNFα and IL-1β) and microbial products (e.g. 
lipopolysaccharide). NSAIDs are very important drugs to minimize pain, but also joints 
inflammation and stiffness. All these drugs are used, together with corticosteroids, to control 
signs of RA, but they do not modify the natural course of this disease. For that reason, they 
are used in combination with DMARDs as supplemental therapies to manage this disease. 
F. J. Salgado, A. Canda-Sánchez, M. P. Arias et al. 10 
Because of several concerns about NSAIDs effectiveness, their low ability to modify the 
long-term course of rheumatoid arthritis, and their toxic effects on gastrointestinal (they 
should be given with proton-pump inhibitors) and cardiovascular system, these drugs have 
lost their role as first-line treatment in favour of DMARDs like methotrexate (MTX) 
(reviewed in [Scott et al., 2010]). 
 
2.1.2. Corticosteroids 
Corticosteroids are suppressors of the inflammatory response (e.g., COX-2 expression is 
inhibited by glucocorticoids), reducing synovitis in the short term and joint damage in the 
long-term (reviewed in [Scott et al., 2010]). However, this family of compounds shows a high 
toxicity and an elevated number of secondary effects, including infections and osteoporosis. 
Despite this unfavourable risk/benefit ratio [Ravindran et al., 2009], the rapid onset of action 
of oral or intramuscular corticosteroids makes them useful (with low risk) during disease 
outbreaks. As well, they are highly effective in intra-articular treatment of active joints 
(reviewed in [Scott et al., 2010]).  
  
2.1.3. DMARDs 
DMARDs are key therapeutic agents used to reduce or stop synovitis, joint swelling, 
pain, acute-phase reaction/systemic inflammation, progressive joint damage, or disease 
progression, and to preserve joint function and improve function. DMARDs are a 
heterogeneous class of agents that have been grouped in two different kinds of active 
compounds: a) synthetic conventional molecules, as MTX, hydroxichloroquine, 
sulphasalazine, leflunomide, or intramuscular gold; b) antibodies for biologic therapies, as 
inhibitors of tumour necrosis factor alpha (TNFα; infliximab, etarnercept, adalimumab), 
interleukin-1 (IL-1; anakinra), CD20 (rituximab), or IL-6R (tocilizumab); c) fusion proteins 
for biologic therapies, as CTLA-4-Ig (Abatacept). This heterogeneous nature also implies 
diverse and not fully understood mechanisms of action (reviewed in [Scott et al., 2010]) 
The first group of DMARDs is inexpensive, and the leading drug is MTX (formerly 
known as amethopterin). MTX can be taken orally or administered by injection. Treatment 
with MTX should be initiated when the disease is diagnosed for the first time. MTX acts by 
inhibiting the metabolism of folic acid, which is given sometimes to limit toxic effects of this 
drug. When MTX is contraindicated, sulfasalazine or leflunomide are good alternatives 
[Donahue et al., 2008]. MTX can be used as single monotherapy, and is normally the first 
DMARD administered to patients for two reasons: because of the high adherence to 
treatment, and because is the preferred initial drug if a DMARD combination strategy has to 
be initiated following a suboptimal response to monotherapy [Saag et al., 2008]. Different 
combinations of MTX with hydroxychloroquine, sulphasalazine, ciclosporin, leflunomide or 
parenteral gold (with our without glucocorticoids like prednisolone) have been tested in 
double or triple therapies. Thus, MTX is used in the so-called triple therapy together with 
sulfasalazine and hydroxychloroquine. Whilst not all combinations work equally well, in 
general combination therapy seems slightly more effective than monotherapy, at expense of a 
modest increase in adverse effects [Choy et al., 2005]; there are no consensus of clinicians 
about the optimal strategy (step-up, step-down or parallel combinations) [Dale & Porter, 
2010].  
MTX (or leflunomide) is also used, with different strategies, in combination with 
biological DMARDs. Biologic agents have become a therapeutic revolution. They are 
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routinely used in established RA, especially in situations where one or more conventional 
DMARDs (including MTX) have already failed. However, their use in early RA treatment is 
not exempt from controversial. Some authors underline that their expensive nature makes 
them only suitable, from an effectiveness/cost point of view, when arthritis is uncontrolled or 
treatment with other DMARDs shows toxic effects. Other studies, on the contrary, sustain 
that they may be cost-effective in addition as first-line treatment (when joints damage is 
minimal or absent) if it is finally proved the reduction of long-term medical, health care, and 
social expenses; i.e., if future severe disability can be avoided [Scott et al., 2010]. Supporting 
the last point of view, it has been found that therapy can be used in a selective way, since its 
effectiveness is different in both anti-CCP
+
 and anti-CCP
–
 groups of patients (see below). 
Thus, very early treatment of anti-CCP
+
 patients (even not fulfilling all criteria for RA yet), 
but not anti-CCP
-
 individuals, could be beneficial and cost-effective (reviewed in [Pruijn et 
al., 2010]). 
One key inflammatory cascade includes overproduction and overexpression of TNF. This 
pathway drives both synovial inflammation and joint destruction. For that reason, TNF 
inhibitors were the first biological agents used (Table 1). Combination of TNFα inhibitors 
(e.g., Adalimumab, etanercept, infliximab) with MTX produces better disease outcomes 
(disease activity, radiographic progression, remission rates) than methotrexate alone [St Clair 
et al., 2004; Breedveld et al., 2006; Emery et al., 2008], but clinicians have found some 
problems. The first one is that there are patients who experience no response to TNFα 
inhibitors [Van der Bijl et al., 2007]. Secondly, there are some concerns about long-term 
treatments with these biological DMARDs (see below). Alternative biologic agents to TNF-α 
blockers are abatacept (CTLA-4-Ig), rituximab (anti-CD20; B-lymphocyte depletion therapy) 
or tocilizumab (anti-IL-6R) (Table 1). Like TNFα inhibitors, rituximab and abatacept are 
combined with MTX in “step-down” therapy strategies [Rigby et al., 2009; Westhovens et al., 
2009]  
Adverse effects of DMARDs are a matter o concern. They include minor setbacks, like 
feeling sick, but also some serious problems as increased risk of liver toxicity, interstitial lung 
disease, or infection (e.g., tuberculosis, herpes zoster, hepatitis B, hepatitis C, candidiasis). 
RA patients seem to have increased risk of infection and malignancy (e.g., lymphoma) [Prior 
et al., 1984; Wolfe et al., 1994], and it is known that TNF-α plays an important role in 
immune responses against infections and malignancy. Therefore, long-term use of TNFα-
blocking agents may potentially enhance the risk of infection and cancer. Indeed, there is 
some evidence of moderate increased risk of soft tissue infections [Bongatz et al., 2006; 
Dixon et al., 2007], skin infections and tuberculosis [Wallis et al., 2004; Gomez-Reino et al., 
2003], as well as conflicting data about increased rate of lymphoma [Bongatz et al., 2006; 
Geborek et al., 2005]. Caution is also needed with these treatments because of their negative 
effects on demyelination, conception and pregnancy, or the acquisition of therapeutic 
resistance to biological DMARDs due to the development of endogenous neutralizing 
antibodies.  
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To minimize risks of long-term treatment with biological agents, different trials have 
used a “step-down” strategy [Quinn et al., 2005; Sheehy et al., 2008; Van der Bijl et al., 
2007]. For example, the use of TNFα inhibitors together with MTX to achieve a rapid clinical 
remission before moving toward a less intense maintenance regimen by withdrawing 
biological agents and keeping MTX. However, despite the rapid improvements in different 
disease outcomes, not all the patients are able to sustain that positive initial response after 
discontinuing biological agent. In addition, similar time-limited approaches with lower cost 
corticosteroids appear to offer similar clinical and radiographic benefits [Dale et al., 2009]. 
 
 
2.2. Innovative Treatments 
 
2.2.1. New drugs 
New biological agents in development include drugs that target proximal effects on the 
immune response and growth factors for T-cell subsets (such as IL-17). New conventional 
drugs with DMARD-like properties might also have important future roles. Clinical trials 
with inhibitors of JAK and SYK kinases have provided promising data. Other targets are also 
under investigation (reviewed in [Scott et al., 2010]).  
 
2.2.2. Cellular therapy 
Autologous or allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is another 
promissing treatment for RA. The aim is to remove the diseased immune system and insert a 
brand-new and non-autoreactive immune system. During autologous HSCT, lymphocyte 
depletion is achieved by using drugs such as cyclophosphamide. That is followed by the 
infusion of T-cell depleted autologous stem cells, initially harvested from the patient’s 
peripheral blood. However, several drawbacks can arise during HSCT: a) not complete 
eradication of autoreactive lymphocytes during initial conditioning; b) the presence of 
autoreactive cells within the autologous stem cell graft; and finally, c) the stem cell graft itself 
could predispose to autoimmunity (reviewed in [Cooles & Isaacs, 2010]).  
However, due to the plasticity of the immune system, maybe it will not be necessary to 
replace it completely to achieve long-term disease remission. For example, malfunctioning 
autologous cell types in RA, as natural regulatory T (nTreg) cells maybe are, could be 
purified, expanded and reinfused in patients; this approach will suppress any residual disease-
related clones and restore tolerance. Another alternative is to use autologous nTreg during 
HSCT (see before), or to employ autologous tolerogenic dendritic cells (TolDCs), which 
force conventional T cells in the periphery to turn into inducible regulatory T (iTreg) cells. In 
addition, potently immunosuppressive mesenchymal stem cells (MSCs) or myeloid derived 
suppressor cells (MDSCs) could provide another means to restore tolerance in RA. However, 
one major problem with cellular therapies is that they are expensive and need GMP (Good 
Manufacture Practice) conditions to be carried out, which are not available in all centres 
(reviewed in [Cooles & Isaacs, 2010]). Purity of these therapeutic populations, when isolated 
from patients under GMP conditions, is another drawback. For example, phenotypically, 
nTreg cells are CD4
+
CD25
high
CD127
-/low
, but the activated effector/conventional population, 
which is present in RA patients, has also a rather similar phenotype (CD4
+
CD25
low/+
CD127
-
/low
). Therefore, we can hardly separate nTreg cells from activated effector/conventional T 
cells by FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) or MACS (Magnetic Activated Cell 
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Sorting). In addition, since the final number of autologous nTreg cells withdrawn from a 
patient is rather reduced, in vitro culture (2-3 weeks) to activate and expand these cells is 
mandatory. However, in vitro expansion of this anergic population, together with the low 
initial purity of nTreg cells (under RUO, but especially GMP conditions), lead to expanded 
cells with phenotypic characteristics of effector instead of regulatory T cells (for example, 
low FoxP3 expression) [Esensten et al., 2010]. In conclusion, further improvements in nTreg 
separation and/or in vitro culture techniques under GMP specifications are needed before 
launching clinical cell therapy trials in RA, which could be done in parallel to develop new 
drugs capable of promoting function or increasing numbers of nTreg cells (e.g., IRS 954, 
hydroxychloroquine, trichostatin A, MS-275, vorinostat, IL-2) [Esensten et al., 2009].  
 
 
2.3. Timing 
 
As commented in the beginning of this section, since substantial irreversible joints 
damage occurs within the first 2 years after disease outbreak, it is likely that an early 
therapeutic intervention would improve clinical outcome and reduce joint damage and 
disability [Van der Heide et al., 1996; Bukhari et al., 2003; Finckh, et al., 2006; Van Dongen 
et al., 2007]. That is the goal of modern therapies: to prevent individuals with early 
undifferentiated synovitis from reaching the chronic/erosive phase. However, clinical trials, 
where the efficacy of early interventions to prevent later-stage rheumatoid arthritis is 
investigated, have been hampered by the lack of criteria to include or exclude patients from 
those studies. In addition, because of infections and high costs, treatment of arthritis with 
powerful and expensive therapeutic agents (like biological agents) is only justified when the 
risk-benefit or cost-effectiveness ratios are favourable. However, along the next section we 
will show that this is difficult because there are no accepted and uniform criteria to date to 
detect individuals with undifferentiated or early rheumatoid arthritis (diagnosis), or to predict 
the outcome of this disease (prognosis). 
 
 
3. Genetic/Environmental Risk, 
Classification/Diagnosis, Disease Monitoring  
and Remission of Rheumatoid Arthritis 
 
3.1. Genetic Predisposition, Environmental Risk, Serum Markers  
(RF, ACPA) and Screening 
 
Genetic research has shown that part of the risk of developing this disease depends on 
genetic factors, but also that RA is a heterogeneous group of overlapping syndromes. As 
previously commented, there are three phases in the development of RA. During the first one 
genetic predisposition, interacting with environmental factors, leads to a second stage where 
asymptomatic autoantibody production begins. Eventually, during the last phase, clinical 
inflammatory arthritis is set [64].  
There are many risk alleles (see later on in this chapter), which are rather common in the 
population and have only modest effects on the overall sensitivity to suffer RA. However, the 
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connection of some of these alleles with other autoimmune diseases (e.g., HLA genes) and 
pro- (e.g., C5, TRAF1, STAT4) or anti-inflammatory pathways (e.g., PTPN-22, CTLA-4) 
makes them promising for RA research. For example, 30-50% of genetic susceptibility in RA 
is linked to class II MHC [Lee, 2008], especially HLA-DRB1 alleles, which has the so-called 
“shared epitope”. Antigen citrullination seems to allow antigenic peptides to fit in the HLA 
groove and, as a result, tolerance is broken. Environmental factors, like smoking, alcohol 
intake, coffee intake, vitamin D status, oral contraceptive use, or low socioeconomic status, 
enhance that genetic risk of developing RA. In general, that is not very relevant, except for 
smoking. People who smoke have double the likelihood of developing RA, especially in the 
context of HLA-DRB1 expression, even though its effect is restricted to ACPA-positive 
patients [Pedersen et al., 2006]. 
Since the available window to treat early RA is narrow, all these data about genetic 
predisposition, life style, or new serum biomarkers could be valuable to create multivariate 
prediction models to identify all those asymptomatic individuals at risk of developing RA. 
These individuals could undergo serial monitoring, allowing initiation of immunomodulatory 
therapy upon the appearance of the first signs of disease (pre-emptive therapy) [Dale et al., 
2010]. Nevertheless, DMARDs treatment is only justified when the risk-benefit or cost-
effectiveness ratios are favourable, so it is also mandatory to be able to differentiate between 
RA and other forms of arthritis soon. Certainty in clinical practice is seldom reached, so to 
make treatment decisions clinicians needs to know the sensitivity, the specificity and mainly 
the predictive value of a particular test or prediction model. 
Autoantibodies, such as rheumatoid factor (RF) and anti–citrullinated protein antibody 
(ACPA) (tested as anti–cyclic citrullinated peptide [anti-CCP]), can precede the clinical 
manifestation of RA by many years, so it would be possible to use them to screen for this 
disease. Diagnostic value of RF test (sensitivity, specificity, predictive values, ROC curve 
AUC) depends on the assay used to detect this autoantibody (classical latex fixation, ELISA, 
Rose-Waaler agglutination assay), the RF isotypes studied (IgG, IgA, and IgM), the 
characteristics of the population under study (e.g., age), the gold standard chosen for RA, and 
the cut-off titre selected. Thus, a recent study has yield the following data for RF in 
undifferentiated arthritis: sensitivity (14-73%), specificity (68.8-99.4%), positive predictive 
value (PPV; 61.1-85.7%), negative predictive value (NPV; 64-93.1%) [van der Linden et al., 
2011]. The low sensitivity of RF tests, the prevalence of this disease in the general population 
(0.3-1.2%; that affects to PPV, NPV and diagnostic efficiency), and also the fact that RF can 
be found in normal individuals (especially in the elderly) and other autoimmune (lupus 
erythematosus, scleroderma, dermatomyositis) or infectious diseases (rubella, leprosy, 
malaria), clearly shows that RF has a limited diagnostic value. 
Citrullinated peptides / proteins (e.g., fibrinogen, histones, vimentin), and particularly 
autoantibodies directed to them (ACPA), are likely to be involved in the development of this 
disease. Thus, exosomes in synovial fluid from RA patients, which are an important means of 
communication between immune cells (e.g., T lymphocytes), contain ACPA as well as 
citrullinated proteins. ACPA response in RA patients is polyclonal, against a variety of 
citrullinated proteins, and varies between different patients. 
Initially, ACPA were detected using several synthetic peptides containing citrullin. 
Presence of ACPA at early diagnosis has prognostic value, since ACPA
+
 patients have more 
pronounced radiographic progression (bone erosions), higher risk of ischemic heart disease 
and worse response to DMARDs In addition, there are conflictive results regarding the effect 
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of therapy on ACPA levels (reviewed in [Aggarwal et al., 2009; Pruijn et al., 2010]). When 
citrullinated peptides were made cyclic (CCP), the test showed an enhanced sensitivity to 
detect this heterogeneous population of RA auto-antibodies.  
More recently, selection of novel peptides from libraries has yielded improved 
recognition properties and enhanced test sensitivities (second generation or anti-CCP2 test): 
75% (60-80%) in long-term established RA patients and 61% in early RA patients [Pruijn et 
al., 2010]. That fits with the previously quoted study [van der Linden et al., 2011], where 
there are better properties for anti-CCP2 test as compared with RF: sensitivity (40.9-50%), 
specificity (88.4-97.1), PPV (67.1-93.2%), NPV (70-94.8%). The anti-CCP2 test has a 
superior specificity and, in stratified studies (fixed value of specificity), a much higher 
sensitivity than RF (69% vs 30% respectively (reviewed in [Pruijn et al., 2010]). As well, 
anti-CCP2 seems to detect the vast majority of ACPA. Indeed, a third generation of anti-CCP 
tests (anti-CCP3) has been developed (Inova, San Diego, CA, USA), with no clear diagnostic 
value improvement.  
Specificity of anti-CCP test is very high, and ACPA can be present years before the first 
visit to the clinic (up to 18 years) (reviewed in [Pruijn et al., 2010]). In addition, ACPA 
positiveness, no matter what the level of IgM RF is, predicts worse outcome, with higher 
radiographic progression and bone erosions [van der Linden, 2009]. However, the low 
sensitivity of this test (<70%) in early RA patients makes it only acceptable with mixed 
populations of patients visiting early arthritis clinics (where some of them eventually will 
develop RA), but not so reliable to use it as single screening test in the general population 
(~1% prevalence). Indeed, patients with still undifferentiated arthritis belong to two groups: 
individuals who are anti-CCP
+
 (90% develop RA within 3 years) and those who are anti-CCP
-
 
(only 30% develop RA within 3 years) [van der Helm-van Mil et al., 2005; Pruijn et al., 
2010]. Perhaps, the use of the genetic information together with the use of markers 
combinations (e.g., RF and anti-CCP, due to there are RF
+
/anti-CCP
-
 patients, and/or new 
serum biomarkers) in a single analysis may be a significant step forward that could provide 
additional predictive accuracy.  
Regarding the last point, other tests using various citrullinated proteins (rarely employed 
in RA studies) are commercially available nowadays: mutated citrullinated vimentin 
(Orgentec, Mainz, Germany), recombinant rat filaggrin (Genesis, Littleport, UK), Aesku 
citrullinated IgG peptide (Aesku, Wendelsheim, Germany) or Astra citrullinated Epstein–Barr 
virus nuclear antigen derived peptide (Astra, Hamburg, Germany). Apparently, these other 
ACPA tests do not perform better than the anti-CCP2 test (Reviewed in [Pruijn et al., 2010]). 
On the other hand, anti-Sa antibodies react in immunoblotting with a 50-kDa antigen present 
in human placenta. The exact nature of the antigen is not known, but anti-Sa antibodies occur 
independently from RF. The sensitivity for RA is 20–68%, and the specificity is 92–99%. It is 
clear, therefore, that it is necessary to find new, more specific and, above all, sensitive 
biomarkers, something what modern approaches, as Proteomics techniques, can help to (see 
section 4.4. in this chapter).  
 
 
3.2. Classification and Diagnosis 
 
Rheumatoid arthritis is a clinical syndrome where several disease subsets converge on a 
final common pathway in which both persistent synovial inflammation and articular 
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cartilage/bone damage are present. In fact, genetic studies support the same idea [David L. 
Scott et al., 2010]. Therefore, in the face of these complications to define RA, a standard 
mean of distinguishing this disease from similar joint disorders are the so-called classification 
criteria. 
The most extended classification criteria is the 1987 ACR criteria [Arnett et al., 1988] 
(Table 2). However, the 1987 ACR criteria have important drawbacks, basically due to they 
were set based on the comparison between populations with established RA and patients with 
a combination of other definite rheumatologic disorders. One of these drawbacks is that 
approximately 15% of patients with persistent arthritis (undifferentiated arthritis) do not fulfil 
any of the international classification criteria, even after a follow-up of 2 years; for example, 
they do not have structural changes in joints (erosions), which can be visualized by 
conventional radiography or other imaging techniques and distinguish RA from other arthritic 
disorders [Bohndorf K et al., 1996]. This fact, in addition, can be promoted by early arthritis 
treatment, which delays patients fulfilling 1987 ACR criteria, like erosive joint damage.  
On the other hand, another important limitation is that they are rarely apparent in the very 
early stages of disease. Consequently, the 1987 ACR criteria allows the classification of 
established rheumatoid arthritis, but fail to identify individuals with very early arthritis who 
subsequently develop rheumatoid arthritis (false negatives, type II error, low sensitivity), or 
they classify individuals as rheumatoid arthritis patients when they actually suffer from 
similar diseases (false positives, type I error, low specificity).  
As a result of all these problems, new and somewhat more complex prediction models 
such as the van der Helm model have been developed. These criteria help to forecast 
outcomes in patients with early undifferentiated arthritis who do not currently meet the 1987 
criteria (but will likely do it in the future) [van der Helm-van Mil et al., 2008]. These criteria 
included several factors which seemingly increase the likelihood of developing rheumatoid 
arthritis. Amongst these factors, RF and ACPA are taken into account. Similarly, evidence 
from clinical studies also suggests that prolonged morning stiffness and systemic 
inflammation (evaluated by high levels of acute phase proteins like C-reactive protein or 
CRP) are two additional factors that elevate the risk of having this disease. As novelty, they 
are accompanied by a scoring system and an optimal cut off value. 
More recently, and also in line with this trend, a combined group of the ACR and the 
European League Against Rheumatism (EULAR) have developed a set of classification rules 
in 3 phases (2010 ACR/EULAR classification criteria) [Aletaha et al., 2010]. These new rules 
are intended to classify established disease, but also to identify a subset of patients at high 
risk of persistent/chronic and/or erosive disease/damage (i.e., RA patients) amongst those 
with undifferentiated inflammatory synovitis.  
As Table 2 shows, the 2010 ACR/EULAR classification criteria assess: a) joint 
involvement; b) levels of autoantibodies; c) acute phase response intensity; d) and symptoms 
duration. This work focused on identifying factors that better discriminate the evolution of the 
disease in patients with undifferentiated inflammatory synovitis in early stages. Thus, the new 
classification system redefines the diagnosis of the disease, looking at early characteristics 
that are associated with persistent disease and/or erosion, rather than define their features in 
the latest stage. With these new criteria, the attention is focused on the importance of early 
diagnosis to establish an effective therapy to prevent or minimize the occurrence of adverse 
effects that currently presents RA [Aletaha et al., 2010]. 
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Table 2. Classification Criteria of Rheumatoid Arthritis* 
 
 Criteria Comment References 
1987 ACR Criteria 1. Morning stiffness (>1h) 
2. Arthritis in three or more joint areas 
3. Arthritis in hand joints (≥1 swollen 
joints) 
4. Symmetrical arthritis 
5. Rheumatoid nodules 
6. Serum rheumatoid factor 
7. Radiographic changes (erosions) 
Four of these seven 
criteria must be 
present. Criteria 1–4 
must have been 
present for at least 6 
weeks 
 
[Arnett et 
al., 1988] 
2010 
ACR/EULAR 
classification 
criteria 
1. Joint involvement (0–5) 
• One medium-to-large joint (0) 
• Two to ten medium-to-large joints (1) 
• One to three small joints (large joints not 
counted) (2) 
• Four to ten small joints (large joints not 
counted) (3) 
• More than ten joints (at least one small 
joint) (5) 
2. Serology (0–3) 
• Negative RF and negative ACPA (0) 
• Low positive RF or low positive ACPA 
(2) 
• High positive RF or high positive ACPA 
(3) 
3. Acute-phase reactants (0–1) 
• Normal CRP and normal ESR (0) 
• Abnormal CRP or abnormal ESR (1) 
4. Duration of symptoms (0–1) 
• Less than 6 weeks (0) 
• 6 weeks or more (1) 
Points are shown in 
parentheses. 
Cutpoint for 
rheumatoid arthritis 
6 points or more. 
Patients can also be 
classified as having 
rheumatoid 
arthritis if they 
have: (a) typical 
erosions; (b) long-
standing disease 
previously 
satisfying the 
classification 
criteria 
[Aletaha et 
al., 2010] 
*Adapted from Scott DL et al., 2010. 
 
 
3.3. Disease Monitoring 
 
Rheumatoid arthritis is a multifaceted disorder with multiple medical outcomes reflecting 
the disease activity (synovitis, acute phase response), disability, discomfort (pain, fatigue, and 
stress), organ/tissue damage, and eventually death [Fransen et al., 2009]. Monitoring of each 
one of those outcomes should be performed regularly in order to be useful for observational 
analysis, trial studies and daily clinical practice. For example, clinical assessments should be 
undertaken every few months in early active RA, and annually in established stable disease 
[van Hulst et al., 2009]. For that aim, physician-assessed subjective measures are not 
sufficient, and quantitative and objective monitoring of disease are required for a tight control 
regimen, better medical decisions, and improved patient outcomes [Grigor et al., 2004; van 
der Kooij et al., 2008; Mottonen et al., 1999], as revealed by trials as the Tight Control for 
Rheumatoid Arthritis (TICORA) [Grigor et al., 2004] or the Computer Assisted Management 
for Early Rheumatoid Arthritis (CAMERA) [Verstappen SM et al., 2007]. Limitations and 
drawbacks of tight control are: reluctance of clinicians and patients to adhere to such an 
intensive treatment strategies and frequent follow-up, unpleasant medication, and patient´s 
perspective of cost-effectiveness differs from those of clinicians [Scott DL et al., 2010]. 
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Progression of joint damage is a well-established outcome for trials in inflammatory joint 
diseases. Physicians perform radiographs once a year at most, and one of the aims of the 
treatment is actually to preserve joint structure. However, this is not optimal, and it is 
necessary to develop alternative quantitative tools to evaluate the disease activity. Biomarkers 
and imaging techniques may help to obtain precise measurements, which is important when 
disease manifestations are reduced to subclinical levels because of modern therapies. For 
example, ESR and CRP levels correlate rather well with radiographs (reviewed in [Scott et 
al., 2010]), while bone edema made visible by imaging techniques may be regarded as a 
precursor of bone erosion [Farrant et al., 2007]. Nevertheless, these measures describe only 
part of the picture; e.g., ESR and CRP appear to correlate disease activity, but not so nicely 
with additional disease outcomes, like functional disability and mortality (reviewed in [Scott 
et al., 2010]). 
Biologic therapies, coupled with more aggressive therapeutic strategies, have resulted in 
major clinical progress. As these therapies are not completely effective yet, and not all 
patients respond equally well to the same treatment, the pursued objective is still to make the 
patient feel better, by controlling the symptoms (inflammation, pain) and joint structure/organ 
damage (disability/comorbility). This aim have brought new developments in outcome 
measures in order to detect signs of improvement (or worsening) when there are low levels of 
disease activity. The complexity of RA makes difficult to find single representatives of all the 
different disease outcomes, where laboratory tests (ESR, CRP) are just one out of a number of 
core assessments to take into consideration, including joint counts, global assessment (doctor 
and patient), pain score, or disability. Thus, in order to be useful and increase statistical 
power, different outcome measures are combined in single, comprehensive, and easily 
derived composite scores. These pooled indexes need cautious interpretation [Wolfe F et al., 
2005], and fall in two categories: response or state measures. 
Frequently used response measures are the European League Against Rheumatism 
(EULAR) response criteria and the American College of Rheumatology (ACR; formerly the 
American Rheumatism Association) improvement criteria. To classify a patient as good, 
moderate or non-responder, the EULAR criteria use the absolute level of disease activity at 
the endpoint (DAS or DAS28; see below), as well as the magnitude of improvement in DAS 
indexes. Regarding the ACR improvement criteria, they are widely accepted for use in 
clinical trials because they were created to assess changes in the signs and symptoms of RA 
between the drug and placebo groups. In clear contrast, their use in daily practice is more 
limited [Felson et al., 1995], since the goal is to reach low disease activity or even remission, 
and the ACR improvement criteria do not determine the actual degree of disease activity 
because the patient´s disease baseline is not taken into consideration [Furst et al., 2007]. The 
ACR criteria only define a patient as improved if it is recorded at least 20% improvement 
(ACR20%) in tender and swollen joint counts as well as three out of five core-set variables: 
acute phase reactant, pain, patient´s global assessment of disease activity, doctor´s global 
assessment of disease activity and physical disability/HAQ. ACR50% and 70% criteria have 
also been created. Nowadays, despite the most efficient outcome measure for clinical trials 
are measures of change as the ACR criteria, state measures (e.g., DAS28) are gradually taken 
their place [Fransen et al., 2009]. 
Within the assessment of the state, the Disease Activity Score (DAS) and its modified 
and simpler version DAS28 are continuous measures intended to evaluate the disease activity 
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at a given time point. The DAS28, for example, is a frequent measure used in therapeutic 
trials, but also a guide for treatment decisions and description of disease activity. 
DAS28 combines different measures in a single comprehensive score, which includes 
assessment of level of tenderness and swelling of 28 joints (e.g., hands, arms, and knees), 
acute phase response markers (C-reactive protein/CRP or erythrocyte sedimentation 
rate/ESR), and a global assessment rating of disease activity made by the patient (Visual 
Analog Scale/VAS disease activity). Some clinicians use this index to monitor the level of 
underlying rheumatoid inflammation (disease activity).  
DAS28 ranges from 0 to 10, but a meaningful cut-off point can be used if 
dichotomizations are preferred. Thus, a score higher than 5.1 means a high disease activity, a 
value below 3.2 indicates low disease activity, and remission is achieved when the score is 
lower than 2.6 [Van Gestel et al., 1996, 1998].  
In contrast, others find the DAS28 index still impractical for everyday use. The 
explanation is that rheumatologists generally do not perform a formal joint count at every 
visit, calculation of DAS28 entails application of a complex mathematical formula, and 
complete results can not be obtained immediately because they involve the evaluation of an 
acute phase reactant. In addition, DAS28 is not always an accurate and sensitive indicator of 
treatment effect in RA (reviewed in [Scott et al., 2010]). 
Bearing that in mind, new assessment tools have been created to evaluate the response to 
therapy. In them, the use of patient-filled questionnaires (the patient´s opinion about morning 
stiffness, fatigue, joint pain, depression, loss of autonomy, etc) is becoming increasingly 
important. Patient-based measures are especially important because they show how the 
individuals perceive their disease. Two good examples are the Simplified Disease Activity 
Index (SDAI) and the Clinical Disease Activity Index (CDAI). Still, scoring in SDAI and 
CDAI involves 28-joint counts and even determination of CRP levels (SDAI). Another 
example is the RA Disease Activity Index (RADAI). To calculate this score patient must fill 
in a self-report questionnaire of symptoms and makes a self-assessed joint count [Fransen et 
al., 2009].  
Faster and simple assessments, where physician joint count has been removed too, are 
Routine Assessment of Patient Index Data (RAPID) 3 and Patient Activity Scale (PAS). They 
are made of three patient-reported measures: pain, patient global assessment of disease 
activity, and the Health Assessment Questionnaire (HAQ). RAPID has also given rise to two 
slightly more complicated derivatives; RAPID 4, which includes patient-reported joint count, 
and RAPID5, where physician makes also an estimate of global status. Nevertheless, many 
rheumatologists are still hesitant in omitting physician-derived sources of information as the 
joint count [Fransen et al., 2009].  
Finally, to assess disease outcomes as discomfort and disability there are several 
questionnaires; the most common is the disability index of the HAQ. Mortality/life 
expectancy and joint damage progression can be used as disease outcomes in the long term 
context (>1 year). Joint damage progression can be rated, for example, with a system such as 
the Sharp-vanderHeijde score applied to X-rays images of the hands and feet, while improved 
trends of survival can be an important outcome for clinical trials or to measure the quality of 
rheumatology care unit. Quality of life (e.g., emotional wellbeing, functioning) is another 
outcome whose measure in RA can be made, for example, with the Short Form (SF)-36 
questionnaire on general health (reviewed in [Scott et al., 2010]). 
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4. The Identification of Biomarkers for  
Early Disease Diagnosis and Prediction of  
Drug Responses 
 
As commented before, the diagnosis of RA relies mainly on clinical manifestations. The 
problem is that many other conditions resemble those. Therefore, by the time the diagnosis 
arrives, it is too late and irreversible damage has occurred in the joint. Many times, even 
blood test and X-ray show normal results for months after the onset of the joint paint. After 
the diagnosis of RA, it is as important to follow up the progress of the disease in order to treat 
it appropriately. 
Nowadays, there is no single test to identify this disease clearly. That is why recently the 
search for new biomarkers that can make a good diagnosis and prognosis of the disease has 
boosted. Key to this new era of biomarkers discovery has been the development of high-
throughput techniques, like proteomics or GWAS (Genomic Wide Association Studies), 
which allow the analysis of complex samples from different origins: synovial fluid, plasma 
blood, cells secretome, cellular lysates, etc. The discovery of new biomarkers will improve 
the early detection of RA and the monitoring of treatment response, and it will help to find 
new therapies to treat the disease.  
However this landslide of promising new biomarkers has not been rewarded with a new 
set of biomarkers that allow an accurate diagnosis or prognosis. As pointed out in several 
reports [Smolen et al., 2008; van Baarsen et al., 2009; Tektonidou and Ward, 2010; Tesch et 
al., 2010], many translational studies for potential biomarkers fail to include design features 
required for a valid clinical application, thus giving origin to a great number of false-positive 
and false-negative association between molecules and pathologies. Assessing the quality of 
the control group is a key point; patients should be matched by age and sex because 
expression of immune-related genes, like immunoglobulins and interferon, has a specific 
association with these two features [Eady et al., 2005; Whitney et al., 2003]. Sometimes 
“healthy volunteers” for control groups might not take into consideration possible medication 
related to minor medical conditions. This is also a point many times forgotten when assessing 
the “patient group”, since medication alters significantly biomarkers expression [Kehlen et. 
al, 2002; Bennett et al., 2003]. It is also noteworthy the absence of more informative 
longitudinal studies, where biomarkers change as disease activity varies [Tektonidou and 
Ward, 2010]. Regarding the use of High-throughput technologies, there is a lack of SOPs 
(Standard Operation Procedures), from sample handling to analysis, that could allow data to 
be compared amongst different laboratories; this is a major limitation in the discovery of new 
biomarkers [van Baarsen et al., 2009; De Bock et al., 2010]. False negatives are probably 
common due to failure on considering these points, but as they are more likely not to be 
reported remains as an immeasurable problem [Tektonidou and Ward, 2010]. 
 
 
4.1. miRNA 
 
MicroRNAs (miRNA) is a promising new class of biomarkers. They are widely studied 
in cancer [Nana-Sinkam and Croce, 2011], and their use in other diseases, such as 
autoinmmune diseases, has just began to be unveiled [Dai and Ahmed, 2011; Duroux-Richard 
Rheumatoid Arthritis 23 
et al., 2011]. The origin, function and mechanism have been widely studied, although we are 
far away from knowing everything about them [Ambros, 2004; Bartel, 2004; Tijsterman and 
Plasterk, 2004]. Briefly, microRNAs are short RNA molecules that regulate messenger RNA 
(mRNA) post-transcriptionally, resulting in repression and gene silencing. miRNA in animals 
can target many different sites on the same mRNA or many different mRNAs. The mature 
miRNA binds to a protein complex called RISC (RNA-induced silencing complex) or miRNP 
(microRNA ribonucleoprotein complex), which contains an endoribonuclease called Dicer 
that cleaves double-stranded RNA, forming what sometimes is referred as “miRISC”. Within 
this miRISC complex, Dicer cleaves the miRNA generating a short single stranded RNA 
molecule (siRNA); the RISC complex, housing a siRNA, recognises complementary mRNA 
molecules and degradates them. In this way, the target protein translation decreases, thus 
resulting in the gene silencing. 
The role of miRNAs in RA has gained a lot of attention in recent years. It is clear that 
miRNAs are important regulators in the disease, particularly since they participate in the 
regulation of the immune function [Dai and Ahmed, 2011]. A recent article has shown the 
importance of miR-155 in a murine experimental model [Blüml et al., 2011]. The miR-155 
miRNA, and also the miR-146a miRNA, are usually found deregulated in RA samples 
[Nakasa et al., 2008; Pauley et al., 2008; Stanczyk et al., 2008; Murata et al., 2010]. These 
two miRNAs are implicated in the regulation of the inflammatory response [Taganov et al., 
2006], so it is not surprising to find them involved in the pathogenesis of RA. Other miRNAs 
studied are also regulators of the immune function: miR-16, miR-132, miR-223 [Duroux-
Richard et al., 2011]. 
miRNAs can be detected in body fluids including serum, plasma, urine, saliva, tears, etc, 
thus providing us with a readily accessible biomarker [Gilad et al., 2008]. The detection of 
miRNAs in serum was quite unexpected, since RNA molecules are known to be highly 
unstable. However, they can avoid RNAase activity as they circulate in the blood within 
exosomes or lipoproteins [Hunter et al., 2008; Vickers et al., 2011]. Although blood is an 
accessible way of measuring biomarkers, very few studies have approached this strategy for 
miRNA detection [Gilad et al., 2008; Vickers et al., 2011].  
In 2010, Murata et al. were the first to identify 5 possible miRNA as biomarkers for RA; 
they found that there is a distinct pattern in plasma from synovial fluid, although the miRNAs 
were originated in the former. miR-132 was a good marker that differentiates healthy controls 
from RA and OA in plasma, and it could have diagnosis value as a marker between RA and 
OA in synovial fluid; however, miR-132 does not correlate with the DAS28, thus reducing its 
value as diagnosis biomarker. 
Other miRNAs studied (miR-16, miR-146a, miR-155, miR-223) presented higher levels 
in RA synovial fluid than OA, thus they might provide with a new set of biomarkers to 
distinguish these two diseases; in this case, this fluid is not so readily available, so their use 
would be limited too [Murata et al., 2010]. It is noteworthy that miR-16 has been found to be 
elevated also in PBMCs from RA patients [Pauley et al., 2008], as well as plasma [Murata et 
al., 2010], and there is a correlation with DAS28, so it may indicate that this is a good 
biomarker of disease activity. Further studies would be necessary in order to clarify the 
usability of miRNAs as biomarkers of RA. 
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4.2. Genetic Markers in RA 
 
Multiple factors seem to be behind the development of RA. The environment has got a 
big impact on the disease. Thus, geography, climate, and lifestyle have got a preeminent role 
on every autoimmune disease [Youinou et al., 2010], but this is not enough. The population 
prevalence is around the 1%, but some families show a higher susceptibility to suffer RA, a 
fact that is supported by the increased prevalence of RA in monozygotic and same-sex 
dizygotic twins (prevalence of RA is 12-30% and 5-10%, respectively). There are also some 
differences between ethnical groups. Native Americans show a prevalence of >2%, while 
eastern Asia and African populations have got the lowest (<0.3%) [MacGregor et al., 2000; 
Alamanos and Drosos, 2005]. The most part of the studies have focused on the identification 
of SNPs (single nucleotide polymorphisms) associated with RA susceptibility through 
genome wide association (GWA) studies, thus allowing us to monitor thousands of genes in a 
single experiment [Toonen et al., 2008; Raychaudhuri, 2010]. However, none studies to date 
have found any allele or any alleles combination that clearly determine the development of 
RA; environment, thus, plays a significant role into it.  
The HLA region has been reported many times to be involved in RA. Serological studies 
conducted in the 70s and 80s had already pointed out in that direction, but there has been 
further confirmation during SNPs search [Alekseyenko et al., 2011; Liu et al., 2011]. Some of 
the candidates found are rs660895, rs6910071, rs9275390, rs3129871, and rs9275374. The 
area involved, HLA-DR, is known for its high polymorphism, specifically in the common 
“shared epitope” (SE). But the contribution of this locus to the pathogenesis remains obscure, 
since it does not explain how the MHC is related to the disease. Recent studies further suggest 
that those SNPs within the HLA region, combined with the ACPA positive disease, might 
comprehend a distinct subgroup with a more severe form of the disease [Cui et al., 2009; 
Perricone et al., 2011]. Thus, the coincidence of both markers could be considered a bad 
prognosis and requires a closer follow up. 
Other SNPs colocalize with the loci of PTPN22 and TRAF1-C5, as well as are placed 
near the CD28-CTLA4-ICOS locus [Liu et al., 2011]. PTPN22 is an intracellular tyrosine 
phosphatase gene that encodes the protein Lyp, an inhibitor of T cell activation. The strongest 
association is found with rs2476601. This polymorphism resides in a large haplotype that 
spans to several flanking loci and encodes an amino acid change from R to W at position 620 
(620W). It is not known how exactly this variation affects the disease, but it has been 
suggested that it encodes a phosphatase with reduced affinity for the target kinases, thus 
leading to a ineffective downregulation of T cells [Lee et al., 2005; Wesoly et al., 2007]. 
Although this polymorphism is clearly associated with RA, it has also been linked to several 
other autoimmune diseases, like type 1 diabetes or Crohn’s disease [Criswell et al., 2005; 
Burn et al., 2011]. 
TRAF1-C5 has got the strongest link between SNPs and RA with the polymorphisms 
rs376184 and rs10818488 [Kurreeman et al., 2007; Plenge et al., 2007; Zhu et al., 2011]. The 
genetic signals are located between the genes of TRAF-1 and C5, and they also include the 
protein PHF19 (PHD finger protein 19), so the three of them are affected by those 
polymorphisms [Chang et al., 2008; Han et al., 2009]. C5 is part of the complement and 
contributes to the destruction of the synovium; it also acts as a potent pro-inflammatory 
chemotactic factor [Ballanti et al., 2011]. TRAF1 (TNF receptor associated factor) mediates 
the signal transduction from various receptors of the TNFR superfamily. Therefore, TRAF1 is 
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involved in many cellular functions, like apoptosis, bone remodelling, and activation or 
inhibition of cytokines. TRAF-1 is also linked to CD40 signalling, another molecule with a 
strong association with RA [van der Linden et al., 2009]. 
The OPN (Osteopontin) polymorphism rs9138 has got a positive correlation with RA, at 
least in Chinese population, but its increased levels might be derived from the presence of 
pro-inflammatory mediators [Xu et al., 2005]. This molecule is responsible for the 
enhancement of Th1 responses and the inhibition of Th2 responses [Kurokawa et al., 2011], 
with different functions of the intracellular and secreted forms. It is noteworthy to point out 
that this polymorphism has been found to be correlated with higher serum levels of OPN in 
SLE [D’Alfonso et al., 2005]. Elevated serum levels of this protein in RA could result in the 
maintenance of the inflamed synovium, via the continuous activation of the Th1 response, 
and it can be a link between the inflammatory response, joint damage and cardiovascular risk 
[Bazzichi et al., 2009]. 
CTL-4 is a member of the immunoglobulin superfamily that can be found in the 
membrane of Th cells. Its structure it is similar to the co-stimulatory protein CD28, but 
instead of transmitting a stimulatory signal, CTL-4 inhibits T cell activation [Alegre et al., 
1996]. Liu et al. also have found several SNP associated with RA near the CD28-CTLA4-
ICOS locus on chromosome 2q33 [Liu et al., 2011], a region previously reported to be linked 
with the disease [Walker et al., 2009]. 
Other genetic markers include the SNP rs12523624 within the FGF1 (Fibroblast Growth 
Factor-1) gene [Alekseyenko et al., 2011], which is also one of the SNPs found altered in 
psoriatic arthritis [Butt et al., 2007]. Biswas et al. found many proinflammatory genes 
activated, including those of several cytokines, pointing out to the activation of different 
signalling pathways such as ATF4 (ER stress pathway) and IL8 for RA, and PLCγ signalling 
in OA [Biswas et al., 2011].  
Genes are a powerful tool to find new therapeutic targets. For instance, 
immunosenescence and premature telomere shortening have been found to be behind the 
onset and development of autoimmune diseases [Costenbader et al., 2011]. Therefore, any 
drug developed to address this problem might have a therapeutic use in RA. Not many studies 
have exploited the potential of genetics to monitor the drug response and therefore the healing 
process [Lindberg et al., 2006; Lequerré et al., 2006; Koczan et al., 2008; Gutierrez-Roelens 
et al., 2011; Lindberg et al., 2010]. Pharmacogenomics looks a promising pathway, because 
biomarkers to predict drug efficacy are definitely required for RA management even more 
than those for diagnosis. Indeed, as more and more genetic markers are found, they will be 
more useful to assess the specific risk of an individual, particularly in families with a known 
history of RA. These variants might also represent drug response markers, so this is only the 
beginning. 
 
 
4.3. Epigenetics 
 
Some studies point out that although there is a common genetic background to 
autoimmune diseases this is not enough to explain the lower than 50% of concordance rate in 
monozygotic twins [Ballestar, 2010]. There must be complementary mechanisms involved in 
the regulation of genes that eventually cause the disease; epigenetic changes may be the key. 
Epigenetics studies show how histone modifications and DNA methylation determine 
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changes in genomic function without altering the DNA sequence; these modifications can be 
inherited and inheritable, and determine the expression pattern of genes. They represent an 
adaptative mechanism that allows the cell to respond to environmental changes. 
Some studies have highlighted the importance that epigenetics plays in the development 
of autoimmune diseases [Ballestar et al., 2006; Lu et al., 2010; Meda et al., 2011; Ballestar, 
2011], and how divergences between siblings with the same genetic predisposition arise due 
to the “epigenetic drift” [Fraga et al., 2005], so that monozygotic twins have a different 
epigenetic fingerprint due to different environmental expositions. SLE can be considered a 
classical example of how this genomic regulation affects a disease, because DNA methylation 
is known to have a role on the disease [Javierre et al., 2010; Zhao et al., 2010; Jeffries et al., 
2011]. It is not clear, anyway, whether those changes initiate the pathogenesis or, more likely, 
are an expression of an ongoing process. 
Regarding RA, Maciejewska et al. have recently showed that in the aggressive phenotype 
of RA synovial fibroblasts (RASF) the expression of SUMO-1 (a small ubiquitin like 
modifier involved in regulating protein stability) and MMP-1 are regulated by histone 
acetylation, and it is responsible for the RASF invasiveness [Maciejewska-Rodrigues et al. 
2010]. There have also been reports on a decreased level on global DNA methylation 
[Karouzakis et al., 2009], including the Line-1 promoter [Neidhart et al., 2000], and the 
promoter of TNFRSF25 (Tumor necrosis factor receptor superfamily member 25, also known 
as DR-3, Death Receptor 3), leading to a reduction of its levels in synovial cells [Takami et 
al., 2006]. A general increase in histone deacetylase (HDAC) activity is also involved in the 
pathology of RA, as it is reflected in the effectiveness of the therapy with HDAC inhibitors 
[Grabiec et al., 2008]. 
Epigenetic changes in DNA are not an immediate biomarker with clinical applications for 
RA (or any other autoimmune disease), but they fill the gap between genetics and 
environmental factors, so it is easy to foresee their use to monitor the progress of the disease, 
particularly in patients that do not respond to the usual treatment or in very aggressive cases 
of RA. 
 
 
4.4. Protein Markers in Diagnosis and Prognosis 
 
Proteins are the executors of biological activities. The alternative splicing of gene 
transcripts gives origin to multiple variants, and hence allowing its functional modulation; 
new levels of complexity are added by post-translational modifications and protein-to-protein 
interaction. Their expression levels and the above mentioned characteristics are strongly 
influenced and controlled by environmental changes, including disease. Proteomics is a 
technique that allows the study of this dynamic protein network; it can be defined as the 
large-scale, systematic study of proteins and it includes the description of their interactions, 
localizations and functions. 
Proteomics has been widely employed because it gives a comprehensive picture of 
protein changes in response to disease onset and progress, as well as drug response. 
Autoimmune diseases have not escaped from these techniques; in fact, the inherent difficulty 
in finding the origin of this pathogenesis, or the right markers for early diagnosis and 
prognosis, have made autoimmune diseases (for example, rheumatoid arthritis) a preferred 
object of proteomic studies [Camafeita et al., 2009]. We will now address some of the 
Rheumatoid Arthritis 27 
putative proteins that could be use as RA biomarkers, identified, mainly, using these 
techniques. 
 
4.4.1. Apoliproteins 
The relationship between the serum apolipoprotein levels and RA has been known for a 
long time, and further confirmed nowadays with proteomic studies [Zheng et al., 2009; Li et 
al., 2010]. Apoliproteins are lipid carriers, mainly known for carrying cholesterol. 
Apoliprotein A-I (ApoA) is the major component of the HDL complex (High Density 
Lipoprotein, or “good cholesterol”), and ApoB is part of the LDL complex (Low Density 
Lipoprotein). In patients with RA, the levels of ApoA-I are significantly reduced [Park et al., 
1999], thus increasing the ratio ApoB / ApoA-I and the cardiovascular risk. 
It has been proposed that sustained lower serum levels of ApoA-I might be a sign of 
chronic inflammation [Burger and Dayer., 2002], and also that HDL might excerpt and anti-
inflammatory activity [Hyka et al., 2001]. Both functions, together, suggest that ApoA-I has a 
protective role over RA. In contrast, levels of ApoA-I are found in higher concentration in the 
synovium of RA affected joints [Ananth et al., 1993], where it could downregulate the tissue 
inflammation and also the intra-articular fibrin formation [Busso et al., 2001].  
The composition of the HDL complex is also important to evaluate the degree of the 
disease control under drug treatment. Higher levels of haptoglobin or haemoglobin, as well as 
ApoA-I, are associated to the proinflammatory form of HDL, and are also characteristic of an 
active disease [Charles-Schoeman et al., 2009]. 
RA is associated with a general increased cardiovascular risk; patients present an 
increased frequency of atherosclerosis, ischaemic stroke and acute myocardial infarction 
[Semb et al., 2010]. It has been suggested that, apart from the ApoB / ApoA-I ratio, some RA 
susceptibility genes (TRAF1/C5, STAT4 and HLA-DRB1-SE) might be involved in the 
regulation of lipid metabolism, increasing the susceptibility of having a cardiovascular event 
[Toms et al., 2011]; the same has been mentioned for the levels of anti-Apo-A-I IgG 
[Vuilleumier et al., 2010]. However, an increased serum ApoB / ApoA-I ratio is not exclusive 
of RA, because it can be found in many other circumstances. Still, it seems a good prognosis 
indicator in RA; treatments with infliximab or with etanercept reduce the apoB / apoA-I ratio 
[Trocmé et al., 2009; Jamnitski et al., 2010], and hence the cardiovascular risk associated to 
this disease. 
 
4.4.2. Serum Amyloid Proteins 
Serum amyloid A (SAA) has been found to be elevated in several studies with plasma 
and synovial fluids [Mallya et al., 1982; Zheng et al., 2009; Jin et al, 2009]. It comprises a 
number of protein isoforms that also form part of the HDL complex; they are expressed 
constitutively, but also increase their levels in response to inflammatory stimuli [Uhlar and 
Whitehead, 1999]. Secondary amyloid A amyloidosis is also an important complication of 
rheumatoid arthritis [Nakamura, 2008]. 
The acute SAA is also a regulator of the inflammatory response in chronic inflammatory 
sites, such as the RA affected joint. It can promote fibroblast proliferation and ROS 
production [Hatanaka et al., 2011], so SAA might play an important role in the pannus 
development; it is also capable of activating cytoskeletal signalling pathways, leading to the 
regulation of cell-matrix interactions and cell migration to the affected synovium [Connolly et 
al., 2011]. SAA can be used as marker to monitor drug responses, as reduces its level with 
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different treatments, like leflunomide [Targońska-Stępniak et al., 2010] or etanercept 
[Nakamura et al., 2010]. 
 
4.4.3. Calgranulins 
Calgranulings are a group of calcium binding proteins that are biochemically related to 
the S100 protein family. Calmodulins are cytosolic complexes that are composed of at least 
two calgranulin chains: calgranulin A (S100A8 or Migration inhibition factor-related protein-
8, MRP8), and calgranulin B (S100A9 or Migration inhibition factor-related protein-14, 
MRP14); this dimmer is also known as calprotectin. These two proteins, along with 
calgranulin C (S100A12), have been found to be elevated in serum, plasma, synovial fluid 
and saliva of RA patients [Madland et al., 2002; de Seny et al., 2005; Trocmé et al., 2009; 
Zheng et al., 2009; Giusti et al., 2010]. Moreover, they correlate with levels of anti-CCP and 
other RA risk markers [Hammer et al., 2008; Chen et al., 2009]. 
Calgranulins A and B can also function as inflammatory cytokines, promoting leukocyte 
migration and adhesion [Ryckman et al., 2003], whereas calgranulin C is expressed by 
infiltrating monocytes, functioning as a monocyte chemoattractant and activating mast cells to 
sequester them in inflammatory lesions [Yang et al., 2001; Yang et al., 2007]. However, 
although many studies have highlighted their role on RA [Madland et al., 2002; Hammer et 
al., 2007] none of them are specific of RA, since S100 proteins are also elevated in other 
inflammatory or autoinmmune diseases such as Sjogren’s Syndrome, JIA or SLE [Brun et al., 
1994; Frosch et al., 2003; Kane et al., 2003; Foell et al., 2010]. In contrast, they might be a 
good differentiation marker for OA [Sinz et al., 2002; Athan Baillet et al., 2010]. 
 
4.4.4. Other Proteins 
LRG (leucine-rich alpha-2-glycoprotein) is an acute phase response protein shown to be 
involved in protein-protein interactions, signal transduction and cell adhesion [O’Donell et 
al., 2002]. It has been suggested that its function is related with counteracting lymphotoxicity, 
since it bounds to the extra-cellular cytochrome c released from apoptotic cells [Codina et al., 
2010], and as a modulator of neutrophil activation [Ai et al., 2008]. LRG was identified in 
sera from RA patients along with other acute phase response proteins in two independent 
reports [Salgado et al., 2010; Serada et al., 2010]. It represents a promising biomarker since it 
correlates with disease activity and, particularly, because it can be detected in a subpopulation 
where C-reactive protein levels were normal [Serada et al., 2010]. 
MnSOD (manganese superoxide dismutase) has been found elevated in synovial tissues 
in two different studies [Bo et al., 2009; Chang et al., 2009], so it could be a useful marker to 
predict the outcome of a therapy. MnSOD is an antioxidant enzyme that catalyzes the 
superoxide transformation into oxygen and hydrogen peroxide, thus reducing the levels of 
Reactive Oxygen Species (ROS). ROS are known to be mediators of inflammation and 
collaborate in the extracellular matrix degradation [Mazzetti et al., 2001] and the oxidative 
stress associated with HDL, which seems to be behind the severity of coronary calcification 
[Rho et al., 2010]. PRDX4 is another antioxidant protein (protein peroxiredoxin 4) found 
elevated in synovial tissue [Chang et al., 2009]. Its role is to reduce ROS levels in the 
endoplasmic reticulum, and it has been suggested that its function might be also to 
downregulate growth factor signals [Palande et al., 2011]. Both enzymes could be either new 
therapeutically targets or biomarkers of drug treatment response [Vanarsa and Mohan, 2010]. 
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Platelet factor 4 (PF4, CXCL4) is also a promising marker to follow up treatment 
success. Trocmé et al. found that elevated plasma levels of PF4 correspond negatively with 
the response to infliximab therapy [Trocmé et al., 2009], although this finding needs to be 
corroborated in a larger study and results correlated with the DAS28 assessment. 
TNFR2 (TNF Receptor 2) is also a relevant new biomarker to be considered. It is only 
found in the membrane of immune cells or in a soluble form in various tissues; the soluble 
protein might compete for the TNF-α binding, thus reducing its circulating levels. In a large-
scale long-term follow up study, Karlson et al. found that blood TNFR2 can be found 
elevated up to 12 years before the onset of the disease, thus reinforcing the hypothesis of 3 
phases in the disease: genetic susceptibility, preclinical autoimmunity with immune 
activation, followed by clinical symptoms [Karlson et al., 2009]. This potential biomarker 
might give us clues on how and why the disease is developed, as it will allow the 
identification of RA patients before the actual onset of the disease and the joint damage. 
ADA activity levels (adenosine deaminase) are found increased in platelets of RA 
patients, thus reducing the availability of the ADP in serum, a potent anti-inflammatory 
molecule with an important protective role in atherosclerosis [Becker et al., 2010]; it might be 
considered as a risk factor for cardiovascular events. 
 
 
4.5. The Use of New Biomarkers: Future Considerations 
 
As we have mentioned above, genetic background is an important factor for developing 
RA, but it is not all. Thus, any genetic marker should be considered as an associated risk. The 
combination of genetic markers and protein profiling (TNFR2) seems a promising way to 
monitor the onset of the disease in some subpopulations with a greater risk associated, even 
before the clinical manifestations arise (e.g., a family history of RA). Regarding the 
diagnosis, it seems everyday more clear that there is not a unique protein that distinguishes 
the disease, probably because many autoimmune diseases share a common autoreactive 
cellular pathway, especially joint damaging diseases; it is more likely that any of these 
diseases is characterized with a “protein profile” rather than a specific marker. For prognosis, 
two types of biomarkers should be considered: those that tell us the state and the degree of the 
disease (active, in remission; like PF4 or S100 proteins), and those that help us to prevent 
RA-associated problems, like cardiovascular risk (ApoA, SAA, calgranulins, MnSOD, 
ADA); both of them should be tested for monitoring the patient’s response to medication. 
Again, a panel of biomarkers must be assessed in order to have a wide view on what’s going 
on. 
 
 
Concluding Remarks 
 
Rheumatoid arthritis is a heterogeneous disease, and we do not have enough information 
on the immunological base that determines the trigger of the disease; it is probably long 
before the onset of the clinical manifestation. By the time the diagnosis is done, there is too 
much damaged to be reversed naturally; available treatments at the moment are only able to 
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stop the disease progression. New drugs and combinations can reduce the impact RA has got 
on patient’s everyday life and reduce the disease outbreaks. 
Diagnosis and prognosis biomarkers, particularly those that monitor the drug response, 
have beneficiated from the development of new high-throughput techniques. But we are still 
far from having a validated “protein profile” of the disease ready to use in clinical 
applications. Many developments have been made, but a great coordinated research effort is 
still required to obtain a better understanding of RA pathogenesis and how to overcome it. 
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Quantitative analysis of proteins in serum is essential to find disease biomarkers, and 2-DE is still a unrivalled tool to measure quantitative differences. However, the high dynamic range of proteins in serum  (up to 12 orders, which exceeds the 
dynamic range of 2-DE), the fact that only 1% of total serum protein may contain potential biomarkers, and the reproducibility issue, are all still important aspects to solve. Removal of high-abundance proteins is a common practice, but also one of 
the biggest challenges. Most of the depletion methods used have a low loading capacity, are costly or need equipment not always available at a lab. Thereby, the present work describes a new approach, where depletion of most of immunoglobulin 
(Ig) isotypes as well as albumin (HSA) from 1 ml serum samples is achieved by using the combination of two methodologies: a thiophilic chromatography, not previously used in 2-DE, and a HSA-specific immunoaffinity resin, respectively. Samples 
were analysed by 2-DE to evaluate the effectiveness of the depletion method and a pattern of serum proteins, most of them identified by MS, detected. Reproducibility was also assayed, and a preliminary study with rheumatoid arthritis (RA) patients 
carried out to test the performance of the new protocol. RA is a chronic autoimmune disease characterized by inflammation at the synovial joint and infiltration of leukocytes. RA treatments are nowadays more effective, but should be started as early 
as possible; i.e., new RA biomarkers are necessary. We have analyzed Igs/HSA-depleted sera obtained from 3 healthy individuals and 3 recently diagnosed and untreated RA patients (18 gels), finding significative changes in many negative or 
positive acute-phase proteins previously described as altered in RA (e.g., transferrin or ApoA1). However, SAP, a1-microglobulin or VSP28 have also come up during this preliminary study as proteins upregulated during RA.  
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CONCLUSIONS 
 
1. This work describes an efficient approach to remove albumin and most of 
immunoglobulin isotypes with a low sample manipulation. The protocol arises from 
the combination of two high capacity affinity methods (thiophilic chromatography 
and anti-HSA spin-columns) and appears to be useful for serum analysis in Clinical 
Proteomics. 
 
2. Hemopexin, a2-HS-glycoprotein, tetranectin, retinol binding protein, antithrombin III, 
a1-antitrypsin, transthyretin, albumin, and several unidentified proteins have been 
found significantly downregulated in recently diagnosed and untreated RA patients, 
while leucine rich a2 glycoprotein and haptoglobin b chain have been found 
significantly upregulated.  
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INTRODUCTION 
  
 Identification of all the proteins in biofluids is difficult to accomplish because of the thousands of compounds, the high dinamic 
range of concentrations and the presence of multiple postranslational and genetic variants. However, these studies are very 
important in Clinical Proteomics to identify the specific “signature” of a disease (diagnosis), its evolution (prognosis) or to test the 
activity of a drug. Analysis of biological fluids require extensive depletion of abundant proteins. Therefore, only ~1-20% of the initial 
total serum protein mass will be recovered for the final analysis, which represents a common setback because commercial 
depleting methods work with small initial sample volumes (up to 180 ml). Consequently, fractionated biofluids have to be 
accumulated and only a handful of samples/donors with a low number of replicates can be analyzed. In addition, a scarce sample 
implies that proteins in 2-DE gels must be detected with high sensitive means, like silver staining (very low reproducibility) or 
fluorescent dyes (costly); MS identification becomes then difficult because of the low protein content in spots. To overcome these 
problems we have developed a fractioning protocol that, starting with 1 ml sample volumes, is able to eliminate 80% of serum 
protein. The protocol has been used to carry out a preliminary comparative study between the serum proteome of rheumatoid 
arthritis (RA) patients and healthy donors. 
 
RESULTS 
 
 Serum samples from healthy caucasian individuals (n=3) and early diagnosed and untreated RA patients (n=3) were obtained, 
stored and handled following the MIAPE guidelines. As the high concentration of immunoglobulins (Ig) and albumin (HSA) hinders 
the identification of other proteins these species were firstly eliminated from sera before 2-DE. For Ig (up to 20% of total serum 
proteins) 1 ml samples were run through thiophilic matrices (T-gels), which selectively bind IgA, IgG (including  IgG1-IgG4) and IgM 
(Figure A). Elution of non retained (NRF) or retained (RF) fractions was monitorized at 280 nm. The amount of protein within RF 
(Immunoglobulinome) accounted for the 19-22% of all the recovered protein after T-gel chromatography. Immunoglobulinome was 
analyzed by 2-DE (Figure B), and shows that immunoglobulins were eliminated with a high specificity. In addition, other proteins, 
like complement factors C3, C4b, Cr1 and B, a2-macroglobulin, transferrin, ceruloplasmin, albumin, prealbumin/trasthyretin, a1-
antitrypsin, ApoA-I, zinc-a-2-glycoprotein, retinol binding protein, plasminogen, kininogen and the CD5 molecule-like Sp-alpha 
(CD5L, AIM; scavenger receptor cysteine rich family) have been detected together with immunoglobulins; these proteins are either 
retained by the T-gel column or interact with immunoglobulins (case of complement factors), being removed.    
  
 Ig-depleted samples were pooled, desalted/concentrated and quantified. HSA was removed using a commercial 
immunoaffinity protocol from 10 mg samples and flow-through (NRF) or retained fractions (RF) collected (Figure A). The amount of 
protein present within RF (albuminome) represented about 55% of all the recovered protein. 2-DE analysis of albuminome (Figure 
C) proved that the anti-HSA affinity resin was very specific, since apart from albumin and a shorter splicing variant called ALB 
protein (Growth-inhibiting protein 20), only human alpha-fetoprotein (a protein coded by a different gene within the albumin family), 
a1-antitrypsin and both apoA-I and apoA-IV apolipoproteins were detected. According to these data, it is tempting to speculate with 
the existence of albumin-antitrypsin-apoliprotein-AI/AIV complexes in serum  
  
 After Ig/HSA removal the amount of protein (4-5 mg) was enough to run at least 3 times the same sample. This was very 
important to test the analytical reproducibility and perform the differential expression study between sera from three recently 
diagnosed and untreated RA patients and sera from a group of three age-matched normal donors. An Ettan DALT Six 
Electrophoresis System with 11 cm IPG-strips pH 4-7NL for the first dimension and 12% SDS-PAGE gels. IPG-strips, containing 
either RA or healthy depleted sera,  were run side by side in every wide format 2-DE gel (20 x 20 cm; 12 samples per run). A typical 
colloidal Coomassie stained gel, where most of spots have been identified by MS (Table I), is shown in Figure D. Gel scanning 
was followed by PDQuestTM software analysis, where background was filtered out and a matchset, consisting of 9 gels and two 
classes (healthy donors and patients), was created. After detecting and editing all the spots, matching was performed manually and 
the intra-sample and inter-sample variability values calculated with the Scatter Plot tool. This analysis yielded good intra-sample 
(0.946±0.006) and inter-sample (0.923±0.008) coefficients of correlation, with a value of 0.970 between healthy and patients 
classes (Figure E). Finally, data were submitted to Wilcoxon Rank Sum test (non parametric) for paired observations to test the 
null hypothesis of unchanged protein concentration between RA and healthy donors. Results are presented in Table I and Figures 
F-L. As it can be seen in Figure F (matchset report) and Figures G-L, 20 spots were significantly (p0.05) downregulated in RA, 
corresponding to hemopexin, a2-HS-glycoprotein, tetranectin, retinol binding protein, antithrombin III, a1-antitrypsin, transthyretin, 
albumin, and several unidentified species (spots #42-47). On the other hand, levels of 7 spots (leucine rich a2 glycoprotein, 
haptoglobin b chain) were significantly (p0.05) upregulated in RA patients.  
 
DISCUSSION 
 
 Many of these proteins have been described previously. Thus, hemopexin, a2HS-glycoprotein, tetranectin, a1-antitrypsin, 
transthyretin, retinol binding protein and albumin have been described as negative acute phase response proteins in RA (Doherty 
et al., 1998; Sato et al., 2007; Kamper et al., 1997; Kamper et al., 1998; Denko et al., 1979; Honkanen et al., 1989), while 
haptoglobin has been presented as a positive acute phase protein in patients suffering from RA (Doherty et al., 1998). Besides, the 
above described proteins are included in a more complex pattern where proteins like apoA1, Gc-globulin/vitamin D binding protein, 
a2-macroglobulin, a1B-glycoprotein, apoA4, apoE or C1s are downmodulated and fibrinogen, a1-antichymotrypsin, ceruloplasmin, 
serum amyloid A or C3 proactivator are upregulated. This acute phase response is dependent on the increased production by 
APCs (macrophages, dendritic cells) of proinflammatory cytokines such as IL-1, IL-6, TNFa or IL-12 (Cordero et al., 2001), and 
help the body to opsonize and phagocytate certain macromolecules coming from the damaged tissue (e.g., CRP or complement 
factors), inhibit proteolitic enzymes (e.g., a1-antitrypsin and a1-antichymotrypsin), capture free hemoglobin molecules (e.g., 
haptoglobin or hemopexin), fibrinolysis regulation (e.g. tetranectin) or provide with all the aminoacids necessary for protein 
synthesis (e.g., albumin and transthyretin) amongst others still unknown (e.g., a2HS-glycoprotein).  
 
 Leucine rich a2 glycoprotein (LRG) is an acute phase serum glycoprotein with an unknown function produced by liver cells 
and neutrophils. Increased LRG levels have been seen with bacterial (toxic shock syndrome) and viral (HIV) infections as well as 
some kind of cancers, but normal levels were found in patients with inflammatory arthritis (Weivoda et al., 2008). Our data, instead, 
show that LRG is significantly upregulated in RA patients, but the exact biological function is unknown so far. On the other hand, 
antithrombin III (ATIII) is a single chain glycoprotein synthesized by liver and the main inhibitor of thrombin and blood coagulation 
factors like Xa, IXa, XIa or XIIa. ATIII deficiency results in an increased risk of venous thromboembolism. In this sense, it has been 
described higher rates of coagulation activity and venous and/or arterial thrombosis in RA patients. Therefore, reduced levels of 
both ATIII and tetranectin (which enhances plasminogen activation and clot destruction) may give rise to an imbalance between 
procoagulatory and anticoagulatory activities. Contrary to our data, Seriolo et al. (1999) found ATIII in the normal range, while 
Zorina et al. (2008) and Jones et al. detected increased levels in RA patients; the reason for such a discrepancy could be that ATIII 
levels are augmented by anabolic steroids, progesterone and oral anticoagulants. Finally, retinol binding protein decreased levels 
correlate with lower levels of vitamin A in RA patients (Paredes et al., 2002), which may also explain the high risk of cardiovascular 
disease in patients. 
 
 Finally, quantitative, but not significative, differences have been found for several proteins in this analysis: e.g., transferrin, 
ApoA1, vacuolar sorting protein 28 (VSP 28), serum amyloid P component (SAP) or a1microglobulin. However, a broader study in 
progress with more patients yields significative differences in these proteins because of the augmented sensitivity (data not 
shown). VSP28 is a class E VSP protein which appear to be important for normal endocytic sorting. VSP28 can be found 
intracellularly as part of a 350 kDa complex named ESCRT-1 (endosomal sorting protein required for transport-1), but also 
extracellularly in exosomes. SAP is a opsonising protein produced in response to IL-6 by liver with an important function in the 
elimination of apoptotic material, while a1-microglobulin is an immunomodulatory protein whose exact biological functions are 
under study. The potential importance of all these proteins as biomarkers is clear, but further clinical proteomic analysis and studies 
are required in order to know whether quantification of these proteins has a diagnostic or prognostic value for RA.  
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Table 1. Mass spectrometric analysis of some of the protein spots detected by 2-DE 
Detection in the sample (score) 
Spot 
number 
Protein 
Data 
Base 
Accesion 
number 
Igs/HSA 
depleted 
samples 
Immunoglobu
linome 
Albuminome 
Matched 
peptides 
Max. 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Mw 
(kDa) 
pI 
1 Acid Orosomucoid H.P.P.M n.d. + (n.d.) - - n.d. n.d. 44.0 4.21 
2 Albumin 
(Serum albumin) 
NCBI, 
MSDB 
CAA00298 
1AO6A 
 
+ (179) 
 
+ (129) 
 
+ (73-305) 
 
10-22 56.5 
 
67.50-
104.12 
 
5.59-5.88 
3 ALB protein 
(Growth-inhibiting 
protein 20) 
NCBI Q86YG0_Human - - + (141-248) 13-22 91.0 49 # ** 6.0 # ** 
4 Albumin, isoform 
CRA_c 
NCBI gi/119626066 + (118) - - 9 88.2 24.17 5.72 
5 Alpha-1-antitrypsin NCBI 
MSDB 
 
 
1QLPA 
AAH34554 
ITHU 
AAH15642 
CAA00206 
+ (84-140) - - 7-20 97 55.04-
117.14 
 
5.17-4.50 
 
6 Alpha-1-antitrypsin 
& Vitamin D BP 
MSDB 1QLPA 
VYHUD 
+ (105) 
+ (79) 
- - 11 
7 
42.3 
41.5 
54.67 5.16 
7 Alpha-1-
antichymotrypsin 
MSDB 2ACHA + (155) - - 16 84.1 66.94 4.49 
8 Alpha-1- Beta 
glycoprotein 
MSDB OMHU1B + (127) - - 10 60.8 82.73 5.28 
9 Alpha-2-HS 
glycoprotein 
MSDB WOHU 
 
+ (99) 
 
- - 10 
 
72.1 
 
56.81-53.85 4.63-4.70 
10 Alpha-fetoprotein MSDB E973181 - - + (84-217) 9-23 87.8 68 # ** 5.7 # ** 
11 Alpha-
macroglobulin 
MSDB MAHU - + (156) - 21 79.4 186-190 * 5.3-5.6 * 
12 Alpha-1-
microglobulin 
MSDB 
 
HCHU 
 
+ (77) 
 
- - 7 44.3 
 
31.43-31.66 5.34-5.22 
13 Antithrombin NCBI 
MSDB 
2ANTI2 
1AZXI 
+ (107-160) 
 
- - 10-14 63.1 
 
57.90-61.98 5.36-5.49 
14 Apolipoprotein A-I NCBI,M
SDB 
gi/90108664 
CAA00975 
+ (127-257) + (116) + (237) 8-23 86.7 
 
24.07 5.43 
15 Apolipoprotein A-IV MSDB AAA51748 + (161) - + (230) 16-21 61.5 43.03 5.29 
 16 Apolipoprotein J H.P.P.M n.d. - - - n.d. n.d. 37.82 4.93 
17 Apolipoprotein E MSDB AAB59518 + (106-158) - - 10-19 48.9 34.29-35.84 
 
 
5.46-5.58 
18 Apolipoprotein H 
(Beta-2-
glycoprotein) 
MSDB 1QUBA + (114) - - 9 91.3 55.80-62.19 
 
5.56-6.75 
19 C2 Complement MSDB Q5JP69_Human + (78) - - 14 19 95.31-
101.70 
 
5.88-6.50 
 
20 C3 Complement MSDB C3HU - + (93) - 14 79.4 70 * 6.9 * 
21 C4b Complement MSDB Q5ST68_Human - + (95) - 9 89.8 31 * 6.5 * 
22 CD5L MSDB AAD01446 - + (157) - 11 75.3 40 ** 5.3 ** 
23 Cerulopasmin NCBI Q1L857_Human + (168) - - 27 28 116.20 5.43 
24 Ceruloplasmin & 
Inter- alpha-trypsin 
inhibitor 
NCBI 
 
Q1L857_Human 
JX0368 
+ (73-141) 
 
- - 17-28 17-26 107.30 5.31 
25 Complement Factor 
B (Isoform 2) 
MSDB 
 
BBHU 
 
+ (77-97) 
 
- - 8-11 
 
88.7 
 
62.60-62.63 6.34-6.75 
 
26 Cr1 Complement MSDB C1HURB - + (96) - 12 67.6 80 ** 5.9 ** 
27 Haptoglobin chain 
alpha 
H.P.P.M n.d. - - - n.d. n.d. 12.32-17.10 
 
5.03-6.07 
28 Haptoglobin 
chain beta 
MSDB Q6NSB4_Human 
AAA52687 
+ (81-116) - - 8-11 88.3 35.63-43.74 4.80-641 
29 Hemopexin MSDB 
NCBI 
H.P.P.M 
CAA26382 
 
+ (106-163) 
 
- - 12-18 
 
90.9 
 
18.30-78.62 
 
 
4.56-6.43 
 
30 Immunoglobulin A 
heavy chain 
MSDB Q96KX8_Human - + (84) - 8 73.3 54 ** 4.5-5.6 ** 
31 Immunoglobilin G 
heavy chain 
MSDB CAC20454 - + (92) - 6 81.5 50-51 * 6.8-8.8 * 
32 Immunoglobulin G 
light chain 
MSDB BAC01750 - + (111) - 9 83.6 29 ₤ 6.7 ₤ 
33 Kininogen MSDB/
Uniprot 
KGHUH1/P01042 - + (114) - 10 58.5 72 # 6.3 # 
34 Leucine rich-alpha-
2-glycoprotein 
MSDB NBHUA2 
 
+ (79-88) 
 
- - 6 92.3 
 
44.70-48.21 4.46-4.72 
 35 Plasminogen MSDB Q5TEH4_Human - + (186) - 21 79.1 112-116 * 6.4-6.5 * 
36 Proapolipoprotein 
A-I 
NCBI gi/178775 + (183) - - 17 73.2 24.53 5.51 
37 Retinol binding 
protein 
NCBI 
MSDB 
gi/55663330 
VAHU 
+ (102) + (65) - 6 
 
93.7 21.85 5.45 
38 Serum amyloid P 
(SAP) 
NCBI gi/576259 + (87) - - 6 44.7 27.40 5.52 
39 Tetranectin NCBI gi/267108 + (91) - - 7 43.2 21.27 5.48 
40 Transthyretin MSDB 
NCBI 
H.P.P.M 
AAA61181 + (213-251) 
 
- - 11-12 88.7 
 
13.80-35.40 5.44-5.55 
41 Transferrin H.P.P.M 
MSDB 
TFHUP - + (146) - 20 82.3 81.98 6.62 
42 Unknown protein n.d. n.d. n.d. -  n.d. n.d. 116.17 5.78 
43 Unknown protein n.d. n.d. n.d. -  n.d. n.d. 116.80 5.84 
44 Unknown protein n.d. n.d. n.d. -  n.d. n.d. 48.97 6.58 
45 Unknown protein n.d. n.d. n.d. -  n.d. n.d. 47.84 6.47 
46 Unknown protein n.d. n.d. n.d. -  n.d. n.d. 33.85 5.49 
47 Unknown protein n.d. n.d. n.d. -  n.d. n.d. 33.00 5.65 
48 Vacuolar sorting 
protein 28 
MSDB Q548N1_Human + (72) - - 6 57.5 36.85 5.42 
49 Vitamin D binding 
protein 
MSDB VYHUD + (182) - - 17 40.6 48.72-55.59 5.33-5.47 
50 Zinc-alpha-2-
glycoprotein (ZAG) 
MSDB 1ZAGD - + (116) - 11 82.8 40.42 * 4.8-6 * 
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ABSTRACT
La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad inflamatoria autoinmune que afecta simétricamente a las articulaciones y en cuyo desarrollo influyen factores medioambientales y 
personales (sexo, edad, perfil genético). Cursa con inflamación sinovial y daño en cartílago/hueso, pero presenta además repercusiones sistémicas, como las cardiovasculares. Los 
estudios de asociación han destacado un posible papel de ciertos genes (e.j., HLA, PTPN22 o CTLA-4). Sin embargo, su impacto en el fenotipo es difícil de inferir debido a 
fenómenos epigenéticos, el papel de microRNAs, el procesamiento alternativo del mRNA, las modificaciones postraduccionales o las interacciones entre proteínas. Los estudios 
proteómicos permiten abordar toda esta complejidad producida en respuesta a enfermedades como la RA y perseverar así en la búsqueda de nuevos biomarcadores séricos que 
permitan un diagnóstico más temprano y simple de enfermedad, actualmente basado en complejos criterios (2010 ACR/EULAR) de aceptable sensibilidad (79-84%) pero baja 
especificidad (59-64%). En el presente estudio hemos analizado mediante 2-DE muestras de suero procedentes de 8 individuos control y 8 pacientes con RA recién diagnosticados 
(o no tratados) cuya complejidad fue reducida mediante cromatografía tiofílica/inmunodepleción o librerías peptídicas. El análisis uni- y multivariante puso de relieve cambios en los 
niveles de ciertas proteínas (albúmina, apoA1, apoA4 apoH, antitrombina III, transtirretina, factores de complemento, hemopexina, glicoproteína α2 rica en leucina, y haptoglobina) y 
aportó indicios que apuntan hacia una mayor frecuencia de los alelos APOE*4 (que favorecería la citrulinización de la apolipoproteína) y HP*1 en RA que podrían funcionar como 
determinantes importantes de riesgo cardiovascular en RA.
Componente % varianza acumulada explicada  
PC1 30.28 
PC2 45.20 
PC3 55.47 
PC4 63.19 
PC5 69.56 
PC6 74.66 
PC7 78.93 
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ID: #32, apoA-I
Anova: 0.0452
Fold: 3.10
ID: #72, apoA-IV
Anova: 0.0108
Fold: 2.70
ID: #343, apoJ
Anova: 0.0340
Fold: 2.02
ID: #289, C4a
Anova: 0.0034
Fold: 2.18
ID: #92, ATIII 
Anova: 0.0192
Fold: 2.64
ID: #344, IgG, 
cadena pesada
Anova: 0.0153
Fold: 4.03
Compilación de las proteínas encontradas modificadas en pacientes RA 
dentro de las fracciones retenidas por la cromatografía tiofílica 
(inmunoglobulinoma) o en sueros tratados mediante inmuno-sustracción o 
librerías peptídicas 
Proteína Inmunoglobulinoma Suero sin Ig/HSA ProteoMinerTM 
Albúmina n.d. Reducida n.d. 
Antitrombina III n.d. Reducida Reducida 
Apolipoproteína A-I n.d. Reducida Aumentada 
Apolipoproteína A-IV n.d. Reducida Aumentada 
Apolipoproteína J n.d. n.d. Aumentada 
Ceruloplasmina n.d. Aumentada n.d. 
Complemento C2 n..d Reducido n.d. 
Complemento C4a n.d. n.d. Aumentado 
Glicoproteína α2 rica 
en leucina 
n.d. Aumentada n.d. 
Haptoglobina n.d. Aumentada n.d. 
Hemopexina n.d. Reducida n.d. 
IgG, cadena pesada Aumentada n.d. Reducida 
Precursor amiloide 
sérico 
n.d. Aumentada n.d. 
Proteína de unión a 
retinol 
n.d. Reducida n.d. 
Proteína de unión a 
vitamina D 
n.d. Reducida Aumentada 
Quininógeno Aumentado n.d. n.d. 
Tetranectina n.d. Reducida n.d. 
Transtirretina n.d. Reducida n.d. 
α1 anti-quimotripsina n.d. Aumentada n.d. 
α1 anti-tripsina Reducida Reducida n.d. 
α2 HS glicoproteína n.d. Reducida n.d. 
Análisis estadístico univariante: LRG1 y ATIII 
Análisis estadístico multivariante
PCA
PC1 (Tamaño) 
Respuesta de fase aguda/inflamación
PC2 (Forma): 
Fenotipo 
haptoglobinas
Clustering
Librerías peptídicas
E2 E3     E4  
 monosiálico
 bisiálico
TTR
S10 (E3/E3)    S11 (E3/E3)    S14 (E3/E3)    
S15 (E2/E3)    S16 (E2/E3)    S17 (E2/E3)    
S18 (E3/E3)    S19 (E3/E3)    
SAR0 
(E3/E3)    
SAR1 
(E3/E3)    
SAR6 
(¿E3/E4?)    SAR4 (E3/E3)    
SAR5 
(E2/E3)    
SAR9 
(E2/E3)    SAR7 (E2/E3)    
SAR8 
(¿E3/E4?)    
    Diferencias funcionales Diferencias 
estructurales 
Enfermedades 
asociadas 
Alelo Frecuencia 
alélica (%)
§
 
Variación 
aminoacídica 
Afinidad por 
receptor LDL 
Lipoproteína 
a la que está 
asociada 
Estabilidad 
conformacional 
 
APOE*2 
 
3.3% (n=330)  
6.3% (n= 627) 
7.05% (n=242) 
18.75% (n=8) S 
18.75%(n=8) RA 
Cys112 Cys158 Baja HDL Alta Hiperlipoproteinemia 
de tipo III 
APOE*3 
 
92.8% (n=330) 
85% (n=627) 
84.25% (n= 242) 
81.25% (n=8) S 
68.75%(n=8) RA 
Cys112 Arg158 Alta HDL Media Desconocida 
APOE*4 
 
3.9% (n=330) 
8.5% (n=627) 
8.7% (n= 242) 
0% (n=8) S 
12.5% (n=8) RA 
Arg112 Arg158 Alta VLDL, LDL Baja Alzheimer de inicio 
tardío, 
Ateroesclerosis 
§
 Los datos de frecuencias alélicas son  los proporcionados por Corella et al. 2000 en una población valenciana  de 330 individuos 
sanos, Cervantes et al. 2011 en una población española de n= 627 o n=242 individuos sanos,  y los procedentes de nuestro estudio 
con 8 donantes sanos y 8 pacientes con artritis reumatoide. S= sanos, RA= enfermos de artritis reumatoide.  
ApoE
1 ml de suero  ( 70-80 mg proteína)
BD Vacutainer® SSTTM II Advance
Cromatografía tiofílica (T-Gel™)
Eliminación de IgG, IgM e IgA
Fracción no retenida I
Eliminación de albúmina (HSA)
Fracción no 
retenida II
2-DE (0.5 mg; triplicado)
1ª: IPG-strips 4-7NL (Protean IEF CellTM) 
2ª: 12% SDS-PAGE. Ettan Dalt SixTM
Tinción: Coomassie G-250 (Blue Silver)
PDQuest ™7.3.1 MS: MALDI-TOF
MS2: MALDI-TOF/TOF
ATIIILRG1
Pool S: 8 sanos
Pool SAR: 8 enfermos 
0.1 mg; 3 réplicas técnicas
1ª: IPG-strips 5-8L (Protean IEF 
CellTM)
2ª: 12% SDS-PAGE. Ettan Dalt SixTM
Ettan Dalt Six
Tinción: SYPRO Ruby
Análisis: Ludesi
Identificación, MALDI-TOF y MALDI-
TOF/TOF
(1)
(2)
8 donantes sanos
8 donantes con RA. 
Sanos Pacientes RA 
4                                       7NL 4                                       7NL
-97 kDa
-66.2 kDa
-45 kDa
-31 kDa
-21.5 kDa
-14.4 kDa
Sano RA Sano RA 
          
         1 msswsrqrpk spggiqphvs rtlfllllla asawgvtlsp kdcqvfrsdh gssiscqppa 
       61 eipgylpadt vhlaveffnl thlpanllqg asklqelhls sngleslspe flrpvpqlrv 
      121 ldltrnaltg lppglfqasa tldtlvlken qlevlevswl hglkalghld lsgnrlrklp 
      181 pgllanftll rtldlgenql etlppdllrg plqlerlhle gnklqvlgkd lllpqpdlry 
      241 lflngnklar vaagafqglr qldmldlsnn slasvpeglw aslgqpnwdm rdgfdisgnp 
      301 wicdqnlsdl yrwlqaqkdk mfsqndtrca gpeavkgqtl lavaksq 
  
 
 
 
 
+(79-88) 
  
 
 
 
 
 968.4616    R.YLFLNGNK.L 
 989.5285    R.VAAGAFQGLR.Q 
1152.5900    K.ALGHLDLSGNR.L 
1712.8930    R.CAGPEAVKGQTLLAVAK.S 
1818.0360    K.LQVLGKDLLLPQPDLR.Y 
2037.0852    R.TLDLGENQLETLPPDLLR.G 
2485.1331    R.DGFDISGNPWICDQNLSDLYR.W 
2959.7098    K.LQELHLSSNGLESLSPEFLRPVPQLR.V 
        1 hgspvdicta kprdipmnpm ciyrspekka tedegseqki peatnrrvwe lskansrfat 
       61 tfyqhladsk ndndniflsp lsistafamt klgacndtlq qlmevfkfdt isektsdqih 
      121 fffaklncrl yrkanksskl vsanrlfgdk sltfnetyqd iselvygakl qpldfkenae 
      181 qsraainkwv snktegritd vipseainel tvlvlvntiy fkglwkskfs pentrkelfy 
      241 kadgescsas mmyqegkfry rrvaegtqvl elpfkgddit mvlilpkpek slakvekelt 
      301 pevlqewlde leemmlvvhm prfriedgfs lkeqlqdmgl vdlfspeksk lpgivaegrd 
      361 dlyvsdafhk aflevneegs eaaastavvi agrslnpnrv tfkanrpflv firevplnti 
      421 ifmgrvanpc vk 
 
 
 
+(107-160) 
 
 
1211.5800    R.FRIEDGFSLK.E 
1232.6650    K.ANRPFLVFIR.E 
1340.6253    K.TSDQIHFFFAK.L 
1389.7471    R.EVPLNTIIFMGR.V 
1405.7297    R.EVPLNTIIFMGR.V + Oxidation (M) 
1441.6395    R.DIPMNPMCIYR.S + 2 Oxidation (M) 
1528.7152    R.FATTFYQHLADSK.N 
1674.8612    K.LQPLDFKENAEQSR.A 
1848.8849    K.EQLQDMGLVDLFSPEK.S 
1864.8820    K.EQLQDMGLVDLFSPEK.S + Oxidation (M) 
2202.1171    K.LPGIVAEGRDDLYVSDAFHK.A 
2291.1509    K.AFLEVNEEGSEAAASTAVVIAGR.S 
2315.0969    K.NDNDNIFLSPLSISTAFAMTK.L + Oxidation (M) 
3080.5160    R.VAEGTQVLELPFKGDDITMVLILPKPEK.S 
3096.5196    R.VAEGTQVLELPFKGDDITMVLILPKPEK.S + Oxidation (M) 
 
LR
G
1
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Se identificaron 30 spots con distribución 
normal. Se aplicó un contraste de 
diferencias de medias (T-test), 
encontrando en RA reducciones 
significativas (p ≤ 0.05) de 8 proteínas 
(albúmina, apoA1, apoA4, apoH, ATIII y 
transtirretina) y aumentos de la cadena β
de la haptoglobina. 
Se realizó con todos los spots un 
contraste de igualdad de distribuciones 
basado en rangos (U de Mann-Whitney), 
encontrando 41 spots con diferencias 
significativas. Se detectó elevación en RA 
de haptoglobina y LRG1, así como 
reducciones de albúmina, A1AT, apoA1, 
apoA4, apoH, ATIII, complemento C2, 
hemopexina y transtirretina.
El estado procoagulatorio en RA 
encajaría con la reducción de ATIII, que 
provocaría un desequilibrio en la 
formación/degradación de fibrina que 
llevaría a su acumulación en 
articulaciones y placas ateromatosas. 
El aumento de LRG1 en RA podría servir 
para eliminar al citocromo c de la 
circulación (señal de peligro) y como 
factor de supervivencia para linfocitos o de 
activación para neutrófilos  
Cobertura de secuencia 
M
o
w
se
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o
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m/z    secuencia péptidos
En cambio, el segundo componente podemos definirlo como el fenotipo de los individuos en cuanto a las haptoglobinas, ya que 
tanto las variables/proteínas con mayores coeficientes positivos (Haptoglobina, cadena α, Hp2) como las variables/proteínas con 
mayor peso negativo (Haptoglobina, cadena β y Haptoglobina cadena α, Hp1s/f) dentro de PC2 son cadenas de las haptoglobinas. 
Haptoglobina actúa como una molécula antioxidativa y un antagonista natural de la inflamación y la activación del sistema inmune. 
Sus niveles aumentan en muchas enfermedades (ej., RA), aunque también se ven influenciados por el fenotipo de los individuos 
(ver histograma). Las frecuencias alélicas obtenidas en nuestros 8 controles sanos (Hp1 0.437 y Hp2 0.563) encajan con los datos 
de la población gallega (Carracedo et al., 1987) (Hp1 0.426 y Hp2 0.573) y otras regiones españolas (Hp1, 0.37-0.44; Hp2, 0.56-
0.63; Tabla) y europeas (Moral et al., 1983). Nuestros datos en pacientes con RA apuntan incluso hacia una mayor frecuencia del 
alelo Hp1 y del fenotipo Hp 2-1 (Tabla), si bien el tamaño muestral no permite confirmar si dichas diferencias son significativas. 
Algunos datos en la población belga (Baeten et al. en 2004) parecen reforzar esa idea.   
Reducidas las variables a un conjunto más manejable que explicaba la mayor parte de la variabilidad de 
nuestros datos el siguiente paso fue analizar cómo los donantes de este estudio se agrupaban en función de 
dichas nuevas variables o componentes principales. 
Realizamos un primer análisis de agrupamiento jerárquico basado en el valor de cada donante para cada 
una de las 7 primeras componentes principales. En este proceso tanto los donantes sanos (S) como los 
pacientes (SAR) fueron organizados en una estructura en forma de árbol en la que predominaban dos 
clusters: uno formado mayormente por individuos del grupo control (4 sanos y 2 enfermos) y otro formado 
principalmente por el grupo de pacientes (6 enfermos y 4 sujetos control) (Figura A). No obstante, los 
valores de sensibilidad (75%), especificidad (50%), eficiencia diagnóstica (62.5%) y valor predictivo positivo 
(60%), estaban lejos de lo óptimo del óptimo (>80%). 
Como la variabilidad explicada decrecía bastante a partir del tercer componente principal, realizamos un 
nuevo estudio de agrupamiento jerárquico considerando sólo las tres primeras componentes (66.7% de 
variabilidad explicada) (Figura B). Dos clusters se pudieron distinguir; el primero de ellos englobaba 
principalmente a los individuos sanos (7 individuos control y 3 pacientes), mientras que el segundo se 
correspondía mayormente con pacientes (5 donantes con RA y 1 individuo control). Los valores de 
especificidad (87.5%), eficacia diagnóstica (75%) y valor predictivo positivo (83.3%) fueron bastante 
razonables, salvo en el caso de la sensibilidad (62.5%). Esta reducida sensibilidad diagnóstica podría 
relacionarse con el hecho de que algunos de estos pacientes se encuentran en etapas iniciales de la 
enfermedad. 
Sanos Pacientes RA  
Frecuencia (%)/valor absoluto (n)
(1)
 
 N
u
e
stro
s 
d
a
to
s 
(A) (B) (C) (D) (E) (F) Media
(2)
 N
u
e
stro
s 
d
a
to
s 
(G) Media
(3)
 
Hp2-2 37.5/3 39.5/19 29/30 43.75/7 38.2/121 32.2/242 35.9/79 36.6%/501 25/2 17/4 21%/6 
Hp2-1 37.5/3 37.5/18 45/46 37.5/6 47.6/151 51.2/385 48.2/106 43.5%/715 50/4 65/15 58%/19 
Hp1-1 25/2 23/11 26/26 18.75/3 14.2/45 16.6/125 15.9/35 19.9%/247 25/2 17/4 21%/6 
 Frecuencia (%)/valor absoluto (n)
(1)
 
Hp2 56.3/9 58.3/56 51.5/106 62.5/20 62/393 57.8/869 60/264 58.3%/1717 50/8 50/23 50%/31 
Hp1  43.7/7 41.7/40 48.5/98 37.5/12 38/241 42.2/635 40/176 41.7%/1209 50/8 50/23 50%/31 
Ratios 
(4)
  
Hp2/Hp1 1.3 1.4 1.1 1.7 1.6 1.4 1.5 1.4 1 1 1 
 
(1) (A) Rodríguez et al. 2006. 2-DE. Población española. n=  48 individuos sanos; Quero et al., 2011. 2-DE. Población española. n=  
48 individuos sanos; (B) Álvarez-Blasco et al., 2009. PCR. Población española. n=102 individuos sanos; (C) Pavón et al., 2006. 
2-DE. Población española. n=  16 individuos sanos; (D) Datos de Moral et al., 1983. Purificación de haptoglobina y 
electroforesis en geles de poliacrilamida-urea. Población española (Barcelona). n=317 individuos sanos; (E) de Pacorbo & 
García-Orad, 1987. Electroforesis en geles de almidón. n=752 individuos sanos procedentes de 9 poblaciones españolas; (F) 
Datos de la población belga procedentes del estudio de Louagie et al., 1996. Electroforesis en geles de almidón de muestras 
de suero suplementadas con hemoglobina. n= 220 individuos sanos; (G) Baeten et al., 2004. Población Belga. Electroforesis  
en geles de almidón. n= 23 pacientes RA 
(2) La distribución de frecuencias fenotípicas en la población de individuos sanos está en consonancia con la esperada según el 
equilibrio de Hardy-Weinberg.  ÷
2
 (1 g.l.) = 0.262 
(3) La distribución de frecuencias fenotípicas en enfermos parece estar en consonancia con la esperada según el equilibrio de 
Hardy-Weinberg . χ
2
 (1 g.l.) = 1.58 
(4) En un polimorfismo equilibrado la ratio Hp2/Hp1 debería de permanecer constante, pero en este momento la especie 
humana se encuentra en un estado de polimorfismo transitorio (Langlois & Delanghe, 1996). Ratio Hp2/Hp1 sanos: 1.4. 
Ratio Hp2/Hp1 enfermos: 1 
A)
B) S: sanosSAR: pacientes con RA
Se ha aplicado una técnica de reducción de la dimensión de los datos (análisis de componentes 
principales o PCA) para generar un menor número de variables: los componentes. Como se 
aprecia en la Tabla, se necesitan un número elevado de componentes (PC1-PC7) para explicar 
el 80% de la variabilidad.
A pesar de que la interpretación del análisis PCA implica subjetividad, se puede decir que PC1 
se refiere al nivel de inflamación, ya que los spots con pesos negativos se corresponden con 
proteínas de fase aguda positiva y viceversa. 
La proteína codificada por APOE (Apo E) es una proteína rica en arginina que se puede encontrar 
en quilomicrones, VLDL, LDL y HDL. Apo E podría tener un papel en RA, aunque los trabajos con 
modelos murinos arrojan resultados contradictorios. Además, el gen APOE es polimórfico, con tres 
alelos codominantes principales con las siguientes frecuencias en la población española (Tabla): 
ApoE2 (Cys112, Cys158; 3.3-7.05%), ApoE3 (Cys112, Arg158; 84.25-92.8%) y ApoE4 (Arg112, 
Arg158; 3.9-8.7%). APOE4 es el alelo de menor frecuencia, pero dicha frecuencia podría estar 
aumentada en los pacientes con RA (Tabla). La proteína apoE4 se une fundamentalmente a 
lipoproteínas grandes de bajo peso molecular (VLDL, LDL), mientras que apoE2 y apoE3 prefieren 
lipoproteínas más pequeñas de alta densidad (HDL). Además, apoE4 es más sensible a la 
desestabilización de la estructura proteica en respuesta al estrés químico o termal, se relaciona con 
mayores respuestas inflamatorias, y este hecho podría jugar un papel en amiloidosis, osteoporosis y 
en el desarrollo de complicaciones cardiovasculares. La mayor riqueza en arginina de apoE4 y su 
estructura más inestable podría hacerla más sensible a la citrulinización (a la generación de 
autoanticuerpos), pudiendo ser el origen de la presencia de spots adicionales en los geles
bidimensionales en los pacientes con RA. 
Pool Sanos          Pool Pacientes RA 
5                                                    8L  
-97 kDa
-66.2 kDa
-45 kDa
-31 kDa
5                                                    8L  
El rango dinámico de concentración proteica en los sueros fue reducido utilizando una colección combinatoria de hexapéptidos (ProteMinerTM) 
especialmente formulada para análisis mediante 2-DE. Debido al elevado coste de esta tecnología, se decidió preparar dos pooles de muestras de un 
volumen de 1 ml cada uno. El primero de ellos se generó a partir de los sueros de 8 donantes sanos, mientras que el segundo se preparó juntando los 
sueros de los 8 pacientes con RA. Las proteínas eluidas de las columnas se separaron en geles bidimensionales. Debido a la pequeña cantidad de 
proteína cargada en cada tira de IEF (0.1 mg), los geles fueron teñidos con SYPRO Ruby (Figura superior). El análisis diferencial fue realizado 
utilizando el software LUDESI (Anova ≤ 0.05, fold ±2). Los resultados obtenidos (Figura inferior) confirman la reducción de anti-trombina III en suero de 
pacientes con RA, pero entran en conflicto con la reducción observada previamente de apoA-I o apoA-IV, posiblemente porque se está favoreciendo la 
interacción entre los hexapéptidos de las librerías y las apolipoproteínas.     
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